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« On ne peut vaincre la nature qu’en lui obéissant »
Francis Bacon (extrait de Novum Organum)
Préambule
De part son rôle bien établi dans la croissance, la progression tumorale et la dissémination 
métastatique, l’angiogénèse est une des cibles majeures des nouveaux traitements anti-cancéreux
(1-3). Deux classes thérapeutiques ont émergés : les agents anti-angiogéniques agissant sur la 
néo-angiogénèse tumorale et les agents anti-vasculaires (ou vascular disrupting agents (VDA)) 
visant à détruire les vaisseaux tumoraux en place. Malgré ces avancées thérapeutiques, le 
mécanisme d’action précis des stratégies ciblant les vaisseaux sanguins tumoraux, les raisons de 
leur efficacité et de leur synergie en association à la chimiothérapie cytotoxique, ainsi que les 
mécanismes de résistance à ces drogues sont encore mal compris (4-7). L’identification de 
marqueurs biologiques capables de refléter l’angiogénèse tumorale ou les effets sur la 
vascularisation tumorale des traitements ciblés est l’objet de nombreux travaux (8-11). Dans ce 
contexte, la mise en évidence de cellules endothéliales présentes dans la circulation sanguine, 
potentiels « biomarqueurs » facilement accessibles, chez des patients atteints de cancer suscite 
beaucoup d’intérêt.
Deux populations cellulaires, les cellules endothéliales matures circulantes (circulating 
endothelial cells, (CEC)) et les progéniteurs endothéliaux circulants (circulating endothelial 
progenitors (CEP)) sont aujourd’hui activement évaluées. Les CEC sont des cellules 
endothéliales matures détachées de la paroi des vaisseaux sanguins et leur présence en nombre 
élevé est considérée comme un indicateur direct de la lésion vasculaire (12, 13). Très rares chez 
des sujets sains, des taux relativement élevés de CEC ont été décrits chez des patients atteints de 
différents cancers (14). Issues de la moelle osseuse, les CEP sont mobilisés dans un mécanisme 
compensatoire de réparation des parois vasculaires lésées et participent à la néoangiogénèse au 
niveau des sites d’ischémie (15-17). Ces deux populations cellulaires sont des acteurs clés des
processus de lésion et dysfonctionnement vasculaire (12, 18, 19). Compte tenu de leur 
importance dans des pathologies vasculaires, ces cellules ont d’emblée été soupçonnées de jouer 
un rôle dans la néoangiogénèse tumorale et pressenties comme des candidats intéressants pour 
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être des biomarqueurs de réponse aux stratégies ciblant la vascularisation tumorale (14). Des 
travaux menés chez la souris ont montré que les CEP contribuent à degré variable à la 
vasculogénèse tumorale (20-23). Plus récemment, des données émergentes soutiennent aussi 
l’hypothèse du rôle des CEP dans la résistance aux traitements anti-angiogéniques, dans la 
promotion et la progression de métastases, et possiblement dans la résistance aux traitements 
cytotoxiques standards par un effet de rebond vasculaire (24-27). Cependant, chez l’homme, 
l’importance des CEP dans ces processus reste à éclaircir. 
Afin de mieux comprendre l’implication des CEC et CEP dans l’angiogénèse tumorale et dans 
les mécanismes de résistance aux stratégies thérapeutiques ciblant les vaisseaux tumoraux, nous 
avons étudié le rôle de ces cellules dans différents contextes. Dans un premier temps, nous 
avons exploré l’intérêt de ces cellules en tant que biomarqueur de l’angiogénèse dans des 
tumeurs pédiatriques (28), ainsi que leur rôle en tant que biomarqueurs de traitement par des 
agents anti-angiogéniques chez des sujets adultes atteints de cancer (29, 30). Ces travaux ont 
permis de mettre en lumière l’intérêt des CEP et ont été à la source d’un travail plus 
« mécanistique » chez l’animal où nous avons étudié les rôles respectifs de ces cellules dans un 
modèle particulier de thérapies ciblées qui est celui des VDA (31). Compte tenu du mécanisme 
d’action de ces drogues qui consiste à détruire des vaisseaux tumoraux établis, nous avons émis 
l’hypothèse que les CEC et CEP, en tant que marqueurs de lésion et de réparation vasculaire, 
pourraient être respectivement des biomarqueurs d’activité et de résistance au VDA. Plus 
particulièrement, nous avons étudié dans différents modèles murins le rôle des CEC et CEP dans 
le mécanisme d’action des VDA ainsi que le rôle fonctionnel des CEP dans la résistance à ces 
molécules et avons exploré des stratégies d’association de VDA aux agents anti-angiogéniques 
destinées à augmenter l’activité anti-tumorale des VDA via l’inhibition des CEP (31).
Ces hypothèses se fondaient sur l’expérience acquise au préalable dans le laboratoire chez 
l’homme et chez l’animal, ainsi que sur différents travaux que j’ai pu mener ou auxquels j’ai pu 
participer dans le cadre mon Master 2 et des trois années de thèse passés au sein de l’équipe de 
Biologie des Cellules Circulantes du Laboratoire de Recherche Translationnelle, Unité INSERM 
U981, de l’Institut Gustave Roussy. Cette thèse a été aussi l’opportunité d’un travail de 
réflexion sur les stratégies anti-angiogéniques dans le domaine de la cancérologie pédiatrique. 
Le fruit de ce travail a fait l’objet de 8 publications (28-35), 3 présentations orales (dont une en 
session plénière à la Société Internationale d’Oncologie Pédiatrique (SIOP) 2009), et 2 
communications affichées à l’AACR (American Association for Cancer Research). Ces travaux 
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seront présentés succinctement avec le travail principal publié récemment dans Cancer 
Discovery (31).
Avant d’aborder la partie consacrée aux Résultats, ce manuscrit comporte une partie 
introductive permettant d’avoir une vue d’ensemble sur les dernières avancées concernant le 
rôle des CEC et CEP dans l’angiogénèse tumorale dans un premier temps, et leur intérêt en tant 
que biomarqueurs des traitements anti-angiogéniques et des agents anti-vasculaires dans un 
second temps. Certains paragraphes pourraient être considérés comme étant à la marge du sujet 
de thèse. Cependant, ils permettent selon moi d’aborder brièvement des aspects importants 
autour des controverses sur le rôle des CEC et CEP dans le cancer, liés en grande partie aux 
difficultés techniques de leur détection, et qui peuvent ainsi avoir un intérêt dans la




1.1 Problématique scientifique actuelle 
L’émergence des thérapies moléculaires ciblant l’angiogénèse tumorale a modifié pendant la 
dernière décennie de façon majeure le pronostic de certains cancers. L’approbation par la FDA 
(Food & Drug Administration) en 2003 du premier agent anti-angiogénique (36), le 
bévacizumab (Avastin®, Genetech, Inc), un anticorps monoclonal recombinant humanisé anti-
VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor) (37) en combinaison avec la chimiothérapie 
standard dans le cancer colorectal métastatique (38, 39) est emblématique de la pertinence de 
cette approche. D’autres exemples entrés dans la pratique oncologique quotidienne comme le 
bévacizumab dans le cancer du poumon non à petites cellules (40) et le cancer du sein 
métastatique (41), ou encore les inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase des récepteurs VEGFR 
(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor) dans les cancers du rein métastatiques (42, 43),
les hépatocarcinomes avancés (44), et les tumeurs stromales gastro-intestinales résistantes à
l’imatinib (45) illustrent également le succès de ces approches (2, 5). Résultant d’une meilleure 
connaissance des mécanismes fondamentaux des processus d’oncogenèse et de l’identification 
de molécules clés inhérentes à la mise en place de la vascularisation tumorale, les thérapies 
ciblant l’angiogénèse correspondent à un changement essentiel dans le développement des 
agents antitumoraux dans la mesure où l’agent est spécifiquement évalué pour sa capacité 
d’action sur sa cible (2, 46). Cependant, comme les traitements conventionnels, ces nouvelles 
stratégies anti-angiogéniques sont encore caractérisées par un fort taux d’échec et une efficacité 
modeste et présentent d’importants désavantages. Les gains limités en termes de survie sans 
progression et de survie globale qui se chiffrent le plus souvent en mois et sont souvent associés 
à des mécanismes de résistance, la toxicité des traitements (47) et leur coût (48), ont mis en 
évidence une double nécessité qui est d’une part de sélectionner les patients et d’autre part de 
mieux comprendre les mécanismes d’action de ces molécules (5, 8-10, 49).
Il est rapidement apparu essentiel d’identifier des marqueurs biologiques (biomarqueurs) qui 
permettraient de sélectionner les patients réellement à même de bénéficier des thérapies ciblant 
l’angiogénèse (7-9, 49). A ce jour, les critères de préscription des thérapies anti-angiogéniques 
sont imprécis. Le bévacizumab peut être proposé aux patients sur simple critère diagnostique de 
cancer colorectal (39, 50). La sélection des patients sur la base de biomarqueurs prédictifs de 
réponse au traitement pourrait améliorer substantiellement la prise en charge thérapeutique 
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d’une population spécifique de patients tout en évitant aux autres patients un traitement toxique 
et inutile dont ils ne vont retirer aucun bénéfice. Pour cette seconde catégorie de patients, ces 
sur-traitements retardent les traitements efficaces tout en ayant un coût important pour la société.
Le bévacizumab coûte plus de 100 000 US dollars pour 1 an de traitement (51). Au Royaume-
Uni, le NICE (National Institute for Health and Clinical Excellence) ne prend plus en charge de 
nombreux agents anti-angiogéniques approuvés aux Etats-Unis en raison du rapport coût-
bénéfice limité pour les patients (48). Ces données à la fois biologiques, éthiques et 
économiques constituent un rationnel fort en faveur de l’introduction des biomarqueurs dans les 
essais y compris aux stades les plus précoces du développement des drogues. L’identification de 
biomarqueurs permettant de mieux sélectionner les patients pourrait de plus accélérer le 
processus d’approbation des drogues en permettant le développement d’une drogue dans une 
population spécifique. Selon la NIH (National Institute of Health), un biomarqueur est défini 
comme « une caractéristique mesurée de façon objective et évaluée comme un indicateur d’un 
processus biologique normal ou pathologique ou une réponse pharmacologique à une 
intervention thérapeutique » (52). Plusieurs types de biomarqueurs (prédictifs, pronostiques, 
pharmacodynamiques….) susceptibles de fournir des informations différentes ont été définis 
(10, 53). Ils doivent être à la fois validés au niveau analytique et qualifiés au plan clinique avant 
d’être intégrés définitivement dans les essais cliniques. Dans ce contexte, l’optimisation et la 
standardisation des tests de mesure de ces biomarqueurs, indispensables à la comparaison des 
résultats des essais sont un enjeu important et une étape préalable à leur qualification clinique 
dans des études prospectives et rétrospectives. 
Bien que l’identification de nouveaux biomarqueurs soit devenue une priorité et est l’un des 
domaines d’investigation les plus actifs en oncologie, la validation de biomarqueurs des 
thérapies anti-angiogéniques s’est avérée être très difficile. Premièrement, le succès de 
l’identification d’un biomarqueur prédictif de réponse d’un agent suppose d’avoir élucidé son 
mécanisme d’action. Or, à ce jour, ces stratégies utilisées seules ou en association avec des 
traitements conventionnels présentent des mécanismes d’action différents en fonction de la 
classe thérapeutique à laquelle ils appartiennent et qui dans certains cas sont mal connus, 
conduisant à définir de nouveaux objectifs d’évaluation de leurs effets (7, 10, 54). Par exemple, 
les critères conventionnels d’évaluation de réponse ou de non-réponse selon les critères 
radiographiques standards (comme le RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors))
peuvent être pris à défaut, des stabilisations radiologiques ayant été associées à des bénéfices 
cliniques et en terme de survie chez des patients ayant un cancer colorectal métastatique traité 
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par l’association du bévacizumab avec la chimiothérapie (55). Deuxièmement, le 
développement et la validation d’un biomarqueur doivent prendre en compte les caractéristiques 
d’un « bon » biomarqueur, qui incluent le rapport coût-bénéfice et -efficacité, un taux bas à l'état 
basal chez des individus sains, un seuil de sensibilité du test approprié, l'accessibilité par des 
moyens non-invasifs comme un prélèvement sanguin ou urinaire, ainsi que la robustesse 
clinique et la reproductibilité dans de multiples centres cliniques et les laboratoires (10, 49, 56).
Bien que des méthodes non-invasives soient le but ultime pour identifier des biomarqueurs 
pertinents, les informations biologiques issues de la tumeur au moment du diagnostic et qui 
s’appuient de ce fait sur une méthode invasive (biopsie ou chirurgie) sont actuellement capitales 
pour le choix de la stratégie thérapeutique initiale. L'évaluation des caractéristiques moléculaires 
de la tumeur obtenue par analyse d’une biopsie peut être particulièrement intéressante pour 
déterminer la nécessité d'une thérapie ciblée contre cette anomalie. Ce paradigme est illustré par
l'administration d'un inhibiteur de la protéine ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase), le crizotinib, 
chez les patients ayant un cancer du poumon présentant une mutation ou un remaniement du 
gène ALK (57). Cependant, une limitation reconnue de cette stratégie est l’erreur 
d’interprétation inhérente à la représentativité de l’échantillon tumoral. Compte tenu de 
l’hétérogénéité tumorale, les analyses moléculaires réalisées sur un seul prélèvement de la 
tumeur du patient peuvent ne pas refléter l’ensemble de la pathologie maligne. De surcroît,
différentes zones de réponse ou de non-réponse/rechute peuvent coexister au sein de la tumeur 
traitée. Une difficulté supplémentaire vient de la nature dynamique inhérente au cancer et de son 
hétérogénéité spatio-temporelle, où les caractéristiques de la tumeur primitive peuvent être 
différentes de celle des métastases, et dont l’ensemble peut varier en fonction de la progression 
tumorale et des traitements. Ces différents aspects peuvent retentir sur l’identification de
biomarqueurs. Dans le cas des agents ciblant la vascularisation tumorale, la corrélation de 
données anatomo-pathologiques et moléculaires analysées au sein de la tumeur avec des 
marqueurs dans le sang du patient pourrait peut-être guider la sélection de biomarqueurs 
représentatifs de l’état de l’angiogénèse tumorale locale, voire de l’angiogénèse tumorale 
générale en cas de maladie disséminée (49). Même s’il ne s’agit pas dans le cas des agents anti-
angiogéniques d’adapter un traitement à une anomalie moléculaire donnée, la question est bien 
de personnaliser le traitement en identifiant pour chaque patient la molécule susceptible d’avoir 
le plus d’efficacité. Le caractère non-invasif du biomarqueur prend alors toute son importance 
car il permettrait des mesures répétées à différents stades de la prise en charge thérapeutique 
avec un véritable « monitoring » du patient qui pourrait s’avérer crucial pour l’adaptation des 
stratégies anti-angiogéniques. Si divers types de marqueurs (cellules circulantes, facteurs 
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protéiques circulants, marqueurs tissulaires ou imagerie) ont été activement explorés, aucun 
n’est encore validé aujourd’hui au niveau clinique.
Les travaux menés dans le Laboratoire de Recherche Translationnelle, Unité INSERM U981, de 
l’Institut Gustave Roussy où j’ai effectué ma thèse de sciences ont été en grande partie 
consacrés à la mise au point de stratégies de mesure de deux populations cellulaires circulantes 
dans le sang, les CEC et les CEP, et à explorer leur intérêt clinique dans divers types tumoraux à 
l’occasion d’études avec des agents anti-angiogéniques. Compte tenu de leur importance dans 
des pathologies vasculaires, ces cellules ont été pressenties comme des candidats intéressants 
pour être des biomarqueurs de réponse aux stratégies ciblant la vascularisation tumorale (12, 13, 
19, 22). Au sein du laboratoire, un effort considérable a été fourni pour valider des stratégies de 
mesure de ces deux populations cellulaires avec des méthodes de détection répondant aux 
critères requis pour la détection des évènements rares. Dans ce travail, nous apportons des 
arguments en faveur du rôle potentiel de ces cellules en tant que biomarqueurs de l’angiogénèse
et des traitements ciblant ce processus (28-30). Plus particulièrement, nous montrons que les 
CEP pourraient avoir le potentiel de prédire l’existence d’une maladie métastatique, de prédire
le bénéfice clinique des traitements anti-angiogéniques inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase, 
et d’identifier des mécanismes de résistance aux traitements anti-vasculaires (31).
1.2 L’Angiogénèse tumorale
L’angiogenèse est défini comme l’ensemble des processus cellulaires et moléculaires 
aboutissant à la formation de néovaisseaux à partir d’un réseau vasculaire préexistent. Dérégulé, 
ce processus physiologique devient un évènement essentiel à la croissance et à la dissémination 
tumorale (58). L’observation que l’angiogénèse se produisait autour de tumeurs a été faite il y a 
plus de 100 ans (59). Pourtant, la publication princeps en 1971 d’un jeune chirurgien, Judah 
Folkman, qui émettait l’hypothèse selon laquelle « les tumeurs ont besoin de générer leur 
propre réseau vasculaire afin d’obtenir l’oxygène et les nutriments indispensables à la 
croissance », suscita critiques et scepticisme de la part de la communauté scientifique (60).
L’hypothèse de Folkman ne sera confirmée qu’en 1992 lorsque ce même chercheur montra que 
l’inhibition de l’angiogénèse pouvait être une stratégie antitumorale efficace (61). Plus de 40 ans 
après, le bien-fondé de sa théorie qu’il défendait avec obstination, est maintenant clairement 
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établi et a été à l’origine d’une intense recherche autour des mécanismes et molécules
régulatrices de l’angiogénèse (2, 46, 58).
La régulation de l’angiogénèse est un processus complexe, résultant de l’action de facteurs pro-
et anti-angiogéniques, activant des voies de signalisation en partie connues et conduisant à
l’activation ou à l’inhibition de la croissance des cellules endothéliales des vaisseaux. Les 
cellules endothéliales qui constituent la paroi des vaisseaux sont maintenues dans un état de 
quiescence par la présence concomitante de facteurs pro- et anti-angiogéniques. Cet équilibre 
peut basculer en faveur de l’angiogénèse sous l’effet d’un excès de facteurs pro-angiogéniques 
ou un défaut de facteurs anti-angiogéniques par un mécanisme de commutation angiogénique ou 
« switch angiogénique » (62). Par ce mécanisme, une tumeur peut induire l’angiogénèse afin de 
disposer d’apports supplémentaires en oxygène et nutriments, indispensables à son 
développement. La taille d’une tumeur non vascularisée est inférieure à 2mm3 et ses besoins en 
nutriments et en oxygène sont alors assurés par diffusion simple. Au fur et à mesure de la 
croissance tumorale, un état hypoxique intratumoral est généré qui induit l’activation de facteurs 
de transcription inductibles par l’hypoxie (Hypoxia-inducible factors, HIF), en particulier HIF-
1Į OD WUDQVFULSWLRQ GH JqQHV FLEOHV HW OD VpFUpWLRQ GH FHV IDFWHXUV GH FURLVVDQFH SUR-
angiogéniques (46, 58, 63). L’hypoxie induit l’expression par les cellules tumorales et le 
microenvironnement tumoral de facteurs pro-angiogéniques, principalement le VEGF-A (46),
qui enclenche le « switch angiogénique ». Via ce « switch », la tumeur acquiert la capacité 
d’induire le bourgeonnement et la croissance de nouveaux vaisseaux à partir des vaisseaux 
préexistants (46, 62). D’autres signaux capables d’initier ce « switch » incluent le stress 
métabolique ou mécanique, ou des réponses immunitaires ou inflammatoires, qui vont, via 
l’activation de l’angiogénèse, permettre l’apport en oxygène et en nutriments nécessaires à la 
croissance de la tumeur (58). Les facteurs pro- et anti-angiogéniques peuvent émaner des 
cellules tumorales elles-mêmes mais aussi des cellules endothéliales et stromales, du sang et de 
la matrice extracellulaire (64). Leur contribution relative peut changer selon le type et la 
localisation tumorale, ainsi qu’en fonction de la progression tumorale, la régression ou la 
rechute. Ces facteurs sont des cytokines ou des facteurs de croissance qui agissent directement 
au niveau des cellules endothéliales ou indirectement via des cellules 
« accessoires » (monocytes, macrophages, péricytes et cellules stromales) (65-68).
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Figure 1. Mécanismes moléculaires et cellulaires de l’angiogénèse (extrait de Ferrara & Kerbel Nature 2005 (1)).
Les cellules tumorales et les cellules du stroma produisent du VEGF-A ainsi que d’autres facteurs de croissance 
pro-angiogéniques qui vont stimuler la prolifération et la migration des cellules endothéliales.
Facteur clé de l’angiogénèse, la famille de VEGF joue un rôle essentiel dans la migration et la 
prolifération des cellules endothéliales (69). Au sein de cette famille de protéines comprenant 
les VEGF-A à –E, mais aussi les facteurs placentaires PlGF (Placental Growth Factor) 1 et 2, le 
VEGF-A (VEGF165) est l’acteur principal. Les effets biologiques «du» VEGF nécessitent sa 
fixation sur des récepteurs à activité tyrosine kinase (VEGFR -1 à -3) ou sans activité kinase 
(neuropilines NRP1 et 2). Le récepteurs VEGFR-1 (dont les ligands incluent le VEGF-A, -B, et 
le PlGF) et VEGFR-2 (dont les ligands incluent le VEGF-A, -C, et –D) sont impliqués dans les 
effets mitogènes, dans l’angiogenèse et dans la perméabilité vasculaire du VEGF, tandis que 
VEGFR-3 est plus spécifiquement impliqué dans la lymphangiogenèse (46, 69). Les récepteurs 
VEGFR-1 et -2 sont exprimés de façon prédominante sur l’ensemble des cellules endothéliales 
sauf celles des vaisseaux cérébraux. Le VEGF est produit essentiellement par les cellules 
tumorales et le stroma et agit de façon prédominante via le récepteur VEGFR-2 pour stimuler la 
prolifération et la migration endothéliale. Le VEGFR-1 est aussi exprimé sur des cellules
souches hématopoïétiques, les cellules musculaires lisses vasculaires, les monocytes et bien que 
sa contribution à l’angiogénèse ne soit pas parfaitement éclaircie, il a été montré que ce 
récepteur coopère directement avec le VEGFR-2 par une hétérodimerization (46).
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D’autres facteurs pro-angiogéniques impliqués lors des différentes étapes de l’angiogénèse 
peuvent être regroupés suivant leur principal rôle physiologique, dont quelques-uns sont cités ci-
dessous:
- Les facteurs de croissance : PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), FGF (Fibroblast
Growth Factor), HGF (Hepatocyte Growth Factor), TGF-Į et TGF-ȕ (Tumor Growth 
Factor), EGF (Epidermal Growth Factor), IGF-1 (Insulin Growth Factor);
- Les médiateurs de l’inflammation : TNF-Į Tumor Necrosis Factor), IL-8, IL-
3 (Interleukin);
- Les facteurs hématopoïétiques : Erythropoïétine, G-CSF (Granulocyte Colony 
Stimulating Factor) et GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor).
De nombreux inhibiteurs de l’angiogénèse ont également été identifiés comme l’angiostatine, 
l’endostatine, la TSP-1 (Thrombospondin-1), l’IFN-Į -ȕ HW –Ȗ Interféron), l’IL-12, l’Ang-2
(Angiopoïétine-2), les TIMP-1 et -2 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase) (69).
Les vaisseaux sanguins tumoraux diffèrent des vaisseaux sanguins normaux : ils sont immatures 
et de diamètre irrégulier, sont fragilisés et désorganisés, manquant de la stabilité conférée par 
des cellules perivasculaires (58) et peuvent même dans certains cas manquer de cellules 
endothéliales (70). La perméabilité des vaisseaux est anormale et excessive, favorisant le 
phénomène d’extravasation plasmatique et de ce fait, la formation de métastases à distance. 
Plusieurs mécanismes sont décrits et semblent être impliqués de façon non-exclusive dans 
l’angiogénèse tumorale (58) (Figure 2). Les vaisseaux sanguins tumoraux peuvent se développer 
par co-option, bourgeonnement (« sprouting ») des vaisseaux sanguins existants et recrutement 
de cellules endothéliales (71). Il a aussi été montré que les vaisseaux tumoraux pouvaient être 
composés de cellules tumorales ou d’une mosaïque de cellules tumorales et de cellules 
endothéliales. Dans des modèles murins de tumeurs de côlon spontanées ou issues de 
xénogreffes, 15% des vaisseaux sont en mosaïques composées de cellules tumorales et 
endothéliales (72). La transdifférenciation de cellules tumorales en cellules endothéliales, 
appelée « vasculo-mimétisme » a été décrite par Maniotis (73). De plus, il y aurait une 
coopération entre les cellules d’origine tumorale et les vaisseaux sanguins (74).
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Figure 2. Mécanismes impliquées dans l’angiogénèse tumorale (extrait de Carmeliet & Jain Nature 2000 (58) :
« sprouting » ou bourgeonnement de cellules endothéliales pour former de nouveaux réseaux vasculaires; 
remaniement par insertion de tissu interstitiel dans la lumière de vaisseaux préexistants appelé « intussusception » ;
contribution fonctionnelle de progéniteurs endothéliaux mobilisés depuis la moelle osseuse ; les vaisseaux 
lymphatiques participent au drainage des liquide interstitiel et permettent l’échappent des cellules tumorales pour 
disséminer à distance.
L’angiogénèse a longtemps été interprétée comme un processus exclusivement local, considéré 
comme le principal paradigme pour la néo-vascularisation tumorale. Cependant depuis une 
dizaine d’années, de nouveaux éléments ont amené la révision de ce modèle. De multiples
populations cellulaires recrutées à distance par ces facteurs pro-angiogéniques circulent dans le 
sang et sont capables de migrer au site tumoral où elles assurent des fonctions spécifiques dans 
la néoangiogénèse (20-22). Parmi celles-ci, les CEP et les CEC ont été l’objet d’un intérêt 
particulier parce qu’ils étaient susceptibles de refléter directement un processus actif de 




1.3 Les traitements anti-angiogéniques
L’émergence de la notion de thérapie anti-angiogénique dans les années 1970 s’avère être une 
approche séduisante puisqu’il s’agit de s’attaquer aux vaisseaux tumoraux indispensables à la 
croissance et la progression tumorale et composés de cellules endothéliales ayant proliféré et 
migré en réponse à des stimuli induits par la tumeur. Ces stratégies ont été développées pour 
inhiber la néovascularization et/ou détruire des vaisseaux tumoraux existants directement par 
l’inhibition des cellules endothéliales ou indirectement par l’inhibition des molécules pro-
angiogéniques produites par la tumeur (1). Les stratégies anti-angiogéniques  impliquent aussi 
un accès direct des agents thérapeutiques sur leur cible mais aussi un moindre risque de 
résistance, les cellules endothéliales étant supposées stables sur le plan génétique (2).
Le rôle essentiel du VEGF a très tôt été mis en exergue comme cible moléculaire de choix mais 
il faudra attendre 2003 pour que le concept de thérapie moléculaire ciblant l’angiogénèse soit
confirmé avec la validation clinique du bévacizumab dans le cancer colorectal métastatique en 
association avec une chimiothérapie (38). Depuis, un grand nombre d’essais cliniques de phase 
III avec le bévacizumab en combinaison avec une chimiothérapie ont démontré un bénéfice en 
terme de survie globale ou survie sans progression dans les cancers métastatiques colorectaux, 
du sein, et du poumon (5, 38, 40, 41, 77). Si la preuve de l’intérêt du ciblage moléculaire de 
l’angiogénèse dépendante de la voie VEGF/VEGFR est venue de l’approche par anticorps 
monoclonal se liant au ligand VEGF (bévacizumab) (36), il convient de noter que la majorité 
des nouvelles thérapeutiques moléculaires actuellement développées ou en cours de 
développement dans ce domaine repose maintenant sur des inhibiteurs multi-cibles dirigés 
contre l’activité tyrosine kinase des récepteurs VEGFR et des autres récepteurs de facteurs de 
croissance pro-angiogéniques. Parmi les agents ciblant le VEGFR, deux molécules, le sunitinib 
et le sorafenib, méritent d’être soulignées dans le contexte de ce travail. Le sunitinib (Sutent®) 
est un inhibiteur multikinase de VEGFR 1-3, de c-Kit (le récepteur au stem cell factor) et de 
3'*)5Įȕ /¶pWXGH GH SKDVH ,,, D\DQW SHUPLV O¶DXWRULVDWLRQ GX VXQLWLQLE HQ ère ligne de 
traitement des cancers du rein métastatiques a comparé la molécule au schéma de référence avec 
l’interféronĮet a montré un avantage significatif pour le sunitinib sur l’interféronĮ à la fois en 
termes de réponse objective (31% versus 6%, p<0,001) et de survie sans progression (11 mois 
versus 5 mois, p<0,001) (42). D’autre part, le sorafenib (Nexavar®) est un inhibiteur 
multikinase de VEGFR 2-3, PDGFR, Raf kinase et de c-Kit. Cette molécule se situe aujourd’hui 
en deuxième ligne dans le cancer du rein métastatique après échec d’une immunothérapie suite 
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aux résultats d’une étude de phase III contre placébo montrant une différence significative en 
termes de survie médiane sans progression, mais sans amélioration de la survie globale (43).
Dans un travail présenté plus loin, nous avons évalué les taux de CEC et CEP chez des patients 
ayant d’un cancer du rein métastatique et traités par un de ces deux agents anti-angiogéniques
(voir Résultats : Article 2). 
Malgré une efficacité thérapeutique avérée qui se traduit par une stabilisation ou plus rarement 
une fonte tumorale dans de nombreux types tumoraux, l’utilisation en clinique des agents anti-
angiogéniques soulève de nombreuses questions (5, 6, 8-10, 78). Compte tenu de la multiplicité 
des voies moléculaires impliquées dans la néoangiogénèse et vasculogénèse tumorale, de leur 
complexité et de leur redondance, les mécanismes d’action des agents anti-angiogéniques 
actuellement approuvés restent mal compris. Plusieurs mécanismes d’actions non exclusifs dont 
l’importance est probablement variable selon les types de tumeurs sont supposés et 
comprennent : (i) l’inhibition de la formation de nouveaux vaisseaux intra-tumoraux; (ii) une 
régression de la vascularisation tumorale en place; (iii) une modification de la perméabilité 
vasculaire et une vasoconstriction avec un effet de « normalisation » du système vasculaire (79)
permettant potentiellement une meilleure délivrance des cytotoxiques ; (iv) le blocage du 
recrutement au site tumoral des populations cellulaires issues de la moelle osseuse et en 
particulier des progéniteurs endothéliaux d’origine médullaire; et (v) possiblement enfin une 
action directe sur les cellules tumorales (8, 9). L’hypothèse selon laquelle les agents anti-
angiogéniques entraîneraient une « normalisation » des vaisseaux tumoraux augmentant ainsi 
leur capacité à délivrer la drogue cytotoxique a longtemps prévalu pour expliquer leur efficacité 
thérapeutique en association à la chimiothérapie (8, 79). Cette hypothèse ne permettait pas 
cependant d’expliquer pourquoi certains agents, comme le bévacizumab, en combinaison avec 
une chimiothérapie entrainent un bénéfice clinique dans certains types de tumeurs et pas 
d’autres, ni pourquoi d’autres drogues (notamment les inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase) 
présentent une efficacité moins aboutie dans cette situation, leur activité principale étant 
observée en monothérapie (5, 8, 80).
De plus, dans la très grande majorité des cas et en dépit de traitements anti-angiogéniques 
puissants et d’une réponse initiale au traitement, les tumeurs repoussent et la maladie progresse. 
Dans d’autres cas plus rares, aucun bénéfice n’est observé. Selon Bergers et Hanahan, deux 
principaux modes de résistance aux agents ciblant la voie du VEGF (et possiblement d’autres 
inhibiteurs de l’angiogénèse) pourraient rendre compte de ces observations cliniques (4). Le 
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premier cas est une situation de non réponse par résistance intrinsèque préexistante au 
traitement. Dans le second cas, la progression tumorale qui succède à une période initiale mais 
transitoire de contrôle de la maladie reflète un mécanisme adaptatif de résistance par lequel la 
tumeur va s’adapter à la présence de l’anti-angiogénique et développer des moyens alternatifs et 
compensatoires pour se développer en contournant l’inhibition de la cible thérapeutique. Quatre 
mécanismes principaux de résistance adaptative ont été proposés : (i) l’activation de voies de 
signalisation pro-angiogéniques alternatives, (ii) le recrutement de cellules pro-angiogéniques 
d’origine médullaire et en particulier les CEP, (iii) l’augmentation de la couverture vasculaire en 
péricytes susceptibles d’atténuer la dépendance au VEGF, et (iv) l’activation de processus 
d’invasion et de métastases pour accéder au système vasculaire normal avoisinant (4).
L’identification de biomarqueurs pourrait ainsi aider à répondre aux nombreuses interrogations
soulevées par l’utilisation des agents anti-angiogéniques en clinique. Comment améliorer les 
effets bénéfiques de ces drogues ? Pourquoi sont-ils limités à certaines pathologies ou certains 
patients ? Comment et quand associer ces drogues pour améliorer leur efficacité ? Est-il possible 
de stratifier et sélectionner les patients en fonction de biomarqueurs qui permettront de prédire 
ou orienter vers le traitement qui aura le plus de chance de succès ? La réussite des stratégies 
anti-angiogéniques repose très certainement sur l’identification et la validation de biomarqueurs 
qui permettront de déterminer la dose optimale biologique, d’identifier la séquence appropriée et 
les schémas thérapeutiques d’association optimaux, de prédire la réponse à ce type de 
traitement, d’anticiper l’absence de réponse ou l’échappement, voire d’orienter vers une autre 
molécule anti-angiogénique de 2ème ligne (7). L’efficacité de ces molécules ne sera aussi 
véritablement améliorée que si les mécanismes de résistance sont décryptés et que des drogues 
qui les ciblent sont intégrées dans l’arsenal thérapeutique avec une chronologie efficace. De ce 
fait, des biomarqueurs de résistance ou de non réponse offrant une explication mécanistique sont 
tout aussi importants que des biomarqueurs de réponses aux traitements anti-angiogéniques (10, 
11, 49, 54, 78).
Les travaux réalisés dans le Laboratoire de Recherche Translationnelle, Unité INSERM U981,
et dans le cadre de cette thèse à la fois chez l’homme (voir Resultats : Articles 2 et 3) et chez la 
souris (voir Resultats : Article 4) apportent des arguments en faveur du rôle potentiel des CEC et 
CEP en tant que biomarqueurs prédictifs de réponse aux stratégies anti-angiogéniques et de 
possiblement de résistance. 
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1.4 Les agents anti-vasculaires
A la différence des agents anti-angiogéniques qui empêchent la formation de néovaisseaux, les 
agents anti-vasculaires ciblent les vaisseaux tumoraux préexistants dans l’objectif d’entraîner 
leur déstabilisation et leur occlusion (81). Le terme d’agents anti-vasculaires tend actuellement à 
être remplacé dans la littérature par une dénomination plus précise de leur mécanisme d’action :
vascular disrupting agents (VDA) (81, 82).
La spécificité d’action des VDA qui épargnent les vaisseaux des tissues normaux, est expliquée 
par une activité préférentielle sur les cellules endothéliales en prolifération au sein des lésions 
tumorales et la vulnérabilité particulière des vaisseaux tumoraux, immatures et caractérisés par 
une architecture, une perméabilité et une fragilité anormales (81-83). Le collapsus vasculaire 
résulterait de l’effet de changements morphologiques et fonctionnels au niveau du cytosquelette 
des cellules endothéliales et de l’augmentation accrue de la perméabilité vasculaire des 
vaisseaux tumoraux. C’est l’augmentation de la perméabilité vasculaire qui serait un des 
principaux mécanismes entrainant une diminution importante du flux sanguin et qui 
déterminerait la susceptibilité individuelle des différents types de tumeurs aux VDA (83-85).
L’administration d’un VDA est accompagnée d’autres phénomènes, dont l’activation 
plaquettaire, la coagulation, l’extravasation et l’augmentation des molécules d’adhésion sur les 
cellules endothéliales pour l’attraction de polynucléaires neutrophiles, qui peuvent contribuer 
aux effets cytotoxiques de ces drogues (81).
Le groupe le plus important de composés développés dans le domaine des agents VDA est 
représenté par la famille des combrétastatines, un dérivé naturel du Combretum caffum (arbre 
sud-africain), qui cible la tubuline en se liant sur le même site que la colchicine (81). La 
combrétastatine A-4 était le composant le plus actif mais c’est une forme plus soluble, la 
combrétastatine A-4 phosphate (CA-4-P) qui a été développé et étudié plus activement car 
moins toxique (83). Le mécanisme d’action des agents ciblant la tubuline est de prévenir la 
polymérisation de la ß-tubuline et donc d’inhiber la formation des microtubules, éléments 
essentiel et dynamique du cytosquelette. Pour une dose modérée de CA-4-P, les modifications 
rapides de la morphologie et des propriétés d'adhésion des cellules endothéliales induites par la 
drogue sont responsables d’une réduction significative du flux sanguin détectable dans les 
modèles animaux dans les 5 minutes qui suivent son administration, avec un collapsus complet 
du flux sanguin intra-tumoral après 20 minutes (83). De nombreux agents thérapeutiques utilisés
en chimiothérapie conventionnelle présentent une activité anti-tubuline: les vinca-alcaloïdes, les 
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taxanes et la colchicine (81). Ces composés présentent sur des modèles expérimentaux une 
action déstabilisante des cellules endothéliales et ont suscité un grand intérêt pour leurs effets 
potentiels anti-angiogéniques et anti-vasculaires en clinique (86).
En entraînent un collapsus brutal des vaisseaux tumoraux déjà établis, les agents VDA 
entraînent une privation des cellules tumorales en oxygène et en nutriments et induisent une 
ischémie et une nécrose importantes, particulièrement marquées dans les zones centrales de la 
tumeur (81, 82, 84, 87). Cependant, ces drogues présentent la caractéristique d’épargner en 
périphérie de la tumeur des cellules dont la nutrition est assurée par les vaisseaux normaux 
avoisinants situés au contact de la lésion et supposés moins sensibles aux VDA (81, 83, 87, 88).
L’observation expérimentale de la repousse rapide des tumeurs à partir de cette couronne 
périphérique a été immédiatement corrélée à une efficacité très limitée de ces drogues 
administrées seules (81, 84, 87, 89). Ce constat a conduit à poser d’emblée la question de la 
place stratégique de ces drogues et de leur association à d’autres thérapies (88).
Figure 3. Visualisation des effets des agents anti-vasculaires dans un modèle murin (extrait de Tozer et al. Nat Rev 
Canc 2005 (81). Image d’une tumeur en chambre « optique » avant traitement par VDA (A) et 1h après (B) avec 
collapsus vasculaire central intra-tumoral. (C) Coupe histologique en H&E d’une tumeur après traitement par VDA 
avec couronne périphérique de cellules tumorales viables. 
Différentes stratégies visant à inhiber la repousse tumorale à partir de cette couronne 
périphérique ont été explorées à la fois en préclinique (90-92) et en clinique (93-95).
L’association d’un VDA avec un agent anti-angiogénique trouvait son rationnel dans le fait que 
cette repousse tumorale est dépendante d’un processus angiogénique (81, 88) qui pouvait être 
inhibé par le bévacizumab (96) ou le sunitinib (97) dans certains travaux précliniques. Une 
hypothèse mécanistique à ces données a été fournie par les travaux de Shaked et al. montrant 
que chez des animaux porteurs de tumeurs, un traitement par un VDA induisait une mobilisation 
accrue et immédiate (en 4 heures) de CEP qui étaient recrutés au niveau de la couronne 
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périphérique tumorale et semblaient capables d’y promouvoir la croissance tumorale (76). Le 
blocage des CEP avec un anticorps dirigé contre le VEGFR-2 augmentait l’activité anti-
tumorale du VDA mettant ainsi en lumière le rôle des CEP dans les mécanismes de résistance à 
ces types de drogues. Ce dogme mécanistique de mobilisation immédiate de CEP induite par la 
drogue VDA a longtemps prévalu. A la suite du travail publié par Shaked et al., les travaux de 
notre équipe ont montré pour la première fois chez l’homme, la mobilisation de CEP chez des 
patients traités par un VDA, l’ombrabuline, dans un essai de phase I (98). Au cours de mon 
travail de thèse, j’ai exploré dans différents modèles murins le rôle des CEC et CEP dans le 
mécanisme d’action des VDA ainsi que le rôle fonctionnel des CEP dans la résistance à ces 
drogues. Grâce à ce travail, notre équipe a démontré pour la première fois l’existence d’une 
mobilisation tardive de CEP induite par le VDA et spécifique de la présence de tumeur dans les 
modèles murins ainsi que chez l’homme. Comme développé plus loin, nous avons montré que 
cette mobilisation tardive de CEP étaient, contrairement aux travaux de Shaked et al.,
probablement la véritable source des phénomènes de résistance et de réparation vasculaire 
induites par la drogue et donc la cible préférentielle des stratégies d’association aux anti-
angiogéniques destinées à potentialiser l’activité anti-tumorale des VDA (31).
1.5 Les cellules endothéliales circulantes et les progéniteurs endothéliaux circulants
1.5.1 Les cellules endothéliales circulantes (CEC)
1.5.1.1 Définition des CEC
Des cellules avec une morphologie endothéliale ont été observées dans la circulation sanguine il 
y a plus de 40 ans (99). La nature endothéliale de ces cellules a été confirmée 20 ans après par 
des travaux d’immunohistochimie (IHC) (100, 101), et leur énumération a démontré que des 
taux élevés de cellules endothéliales circulantes (CEC) étaient observés dans de multiples 
situations cliniques où existent des lésions vasculaires (12, 13, 102).
Les CEC sont définies comme des cellules matures qui se détachent des vaisseaux en réponse à 
divers stimuli physiopathologiques et sont emportés dans la circulation (12, 13, 18). Grâce au 
développement d’anticorps monoclonaux, ces cellules ont été caractérisées et identifiées comme 
un marqueur secondaire à un traumatisme mécanique de l’endothélium (101). Elles présentent 
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une grande taille (10-50µm), expriment le facteur de von Willebrand (vWF) et plusieurs 
marqueurs membranaires endothéliaux, en particulier le CD146 (S-Endo1) (101), mais aussi le 
CD31 (PECAM-1), CD144 (VE-cadhérine), CD202-b (Tie-2) ainsi que le CD34, CD13, CD105 
(endogline), CD117 (c-kit) et les récepteurs au VEGF, notamment le récepteur 2 (VEGFR-2,
KDR ou Flk-1) (13, 14, 18, 103). Elles sont négatives pour les marqueurs hématopoïétiques 
CD45 et CD14 et les marqueurs des progéniteurs CD133 (13, 103).
1.5.1.2 Détection des CEC
Les CEC représentent entre 0,01% et 0,001% des cellules mononuclées et appartiennent à la 
catégorie des évènements très rares du sang périphérique ce qui rend leur quantification précise 
très difficile (104, 105).
Les techniques de détection des CEC, initialement basées sur l’examen de la morphologique et 
le marquage par immunofluorescence du vWF ont considérablement évolué grâce au 
développement d’anticorps monoclonaux (101, 106). L’identification du marqueur S-Endo1 
(CD146) par Dignat-George et al. a conduit au développement d’une méthode d’immunocapture 
à base de billes magnétiques recouvertes de ce marqueur (101). Cette stratégie d’immuno-
séparation magnétique (IMS) est considérée comme la technique de référence: elle est utilisée 
depuis plus de 15 ans par les équipes travaillant sur les pathologies vasculaires et a récemment 
été standardisée (103). Etant donné que le CD146 est aussi exprimé par une large sous-
population de cellules non-endothéliales, en particulier des lymphocytes T, cette méthode doit 
être associée à une seconde étape de marquage en fluorescence avec un marqueur spécifique de 
l’endothélium et un comptage en microscopie pour identifier les éléments endothéliaux parmi 
les cellules isolées. Les valeurs de CEC mesurées en IMS sont inférieures à 10 cellules/ml chez 
le sujet sain (12, 18, 101, 105). Cependant, elle est techniquement lourde et donc peu adaptée à 
l’évaluation en routine pour des études cliniques. 
Des méthodes en cytométrie de flux (CMF) présentent l’avantage d’être plus souples et plus 
faciles à mettre en œuvre pour des études multicentriques, et adaptées aux prélèvements réalisés 
en routine. Compte tenu de l’absence de marqueur spécifique pour la détection de CEC, la CMF 
présente l’avantage de pouvoir combiner plusieurs marqueurs pour distinguer cette sous-
population. Au vue de la rareté des cellules endothéliales circulantes (CEC et CEP), la CMF 
nécessite l’utilisation de procédures très rigoureuses de marquage et d’analyse adaptées à la 
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quantification d’évènements très rares, procédures qui sont éventuellement précédées d’une 
étape d’enrichissement (104, 107). Néanmoins, à la différence de l’IMS qui a montré une bonne 
reproductibilité inter-laboratoire pour l’énumération des CEC (12, 103, 105), il n’y a pas encore 
de consensus sur la combinaison de marqueurs et sur les stratégies de marquage et d’analyse des 
CEC en CMF (14, 107-109).
Utilisant une méthode de marquage sur sang total suivie d’une analyse en CMF, une équipe 
italienne a décrit pour la première fois la présence de taux très élevés de CEC dans le cancer, 
rapportant des valeurs moyennes de 39 100 CEC/ml chez des patientes porteuses de cancer du 
sein métastatiques et de 7900 CEC/ml chez des individus sains (110). Cette publication a été le 
point de départ d’une série de publications rapportant avec cette méthode de CMF la présence de 
taux très élevés de CEC chez des patients atteints de cancers métastatiques (14, 111, 112). Les 
différences très importantes des taux de CEC obtenus par les deux techniques, en particulier 
chez des sujets sains avec des valeurs environ mille fois plus élevée par CMF que par IMS ont 
été à l’origine d’une importante controverse opposant les tenants de la méthode en CMF décrite 
en 2001 (110) et les spécialistes des pathologies vasculaires utilisant l’IMS (103, 105, 113). Ce 
n’est qu’en 2007 que les travaux de Strijbos et al. ont formellement établi que les cellules 
détectées par la méthode de CMF décrite en 2001 n’étaient pas des cellules endothéliales mais 
en fait des plaquettes géantes (114). Cette controverse a révélée deux choses : (1) l’ensemble des 
publications décrivant des CEC détectées par la stratégie en CMF décrite en 2001 chez des 
patients ayant un cancer était à considérer avec un regard très critique et rapportait probablement 
des données fausses ; (2) la nécessité d’une méthodologie standardisée pour la détection de 
CEC. 
1.5.1.3 Les CEC, marqueurs de lésion vasculaire
Les CEC sont considérées aujourd’hui comme un marqueur de l’intégrité vasculaire et le 
nombre de CEC détecté dans le sang périphérique peut être considéré comme un indicateur ex 
vivo de l’importance de la lésion vasculaire (12, 13, 18, 19, 113) .
Chez l’homme, une élévation des taux de CEC attestent dans un large spectre de maladies de 
l’existence d’une altération ou d’un dysfonctionnement de l’endothélium : maladies 
cardiovasculaires, ischémiques, infectieuses ou encore auto-immunes (vascularites, 
transplantation (rein) et greffe (moelle allogénique)) (12, 13, 18, 19, 102, 115, 116). Des taux 
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élevés de CEC sont associés à une élévation des marqueurs plasmatiques reflétant l’activation 
endothéliale comme le vWF, le t-PA, la thrombomoduline soluble ainsi que des molécules 
d’adhésion solubles (ICAM-1, VCAM-1) (117). De façon générale, qu’il s’agisse d’une réponse 
aigüe, inflammatoire ou d’un processus chronique, le taux de CEC reflète directement 
l’importance de la lésion endothéliale et de l’activité de la maladie. Outre l’aspect quantitatif, les 
CEC sont extrêmement hétérogènes sur un plan cytologique, probablement en raison de la 
variété des lits vasculaires d’origine, mais aussi de la variété des stimuli pathologiques. Leur 
libération dans le circulation sanguine peut résulter de plusieurs mécanismes qui ne sont pas 
exclusifs, tels des agressions mécaniques mais aussi de multiples stimuli pathologiques 
(cytokines pro-inflammatoires, facteur de croissance pro-angiogéniques, stress oxydatif), la
diminution des propriétés d’adhésion faisant intervenir des molécules de la famille des 
intégrines, la diminution de l’attachement aux protéines de la matrice (fibronectine, laminine) 
ainsi que l’activation du programme d’apoptose cellulaire (13, 113).
1.5.2 Les progéniteurs endothéliaux circulants (CEP) 
1.5.2.1 Physiopathologie des CEP
En 1997, les travaux de Asahara et al. ont montré pour la première fois que des progéniteurs 
endothéliaux originaires de la moelle osseuse pouvaient circuler, s’incorporer à des vaisseaux 
pour complémenter l’angiogénèse assurée par l’endothélium existant et ainsi contribuer à la néo-
vascularisation sur des sites d’ischémie par un mécanisme de vasculogénèse, paradigme qui était 
auparavant limité à l’embryogénèse (16, 17). La fraction des progéniteurs endothéliaux détectée 
dans la circulation, les progéniteurs endothéliaux circulants (CEP), est dotée d’un potentiel 
prolifératif très élevé et leur intérêt thérapeutique dans la vascularisation d’organe et la 
régénération tissulaire est activement étudié (75). Mobilisés sous l’effet de facteurs comme le 
VEGF (23, 118) et le SDF-1 (119, 120), les CEP sont recrutés par un phénomène de « homing »
vers les sites de lésion vasculaire ou d’ischémie, où leur incorporation aux néovaisseaux est 
corrélée à une amélioration de la fonction et de la viabilité tissulaire (15, 121). Depuis ces 
premiers travaux, les CEP ont été largement explorés pour leur rôle dans la réparation des parois 
vasculaires, la néoangiogénèse au niveau des sites d'ischémie, ainsi que dans la croissance et la 
néoangiogénèse tumorale et le développement de métastases (21, 23, 75, 122-124).
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1.5.2.2 Détection des CEP
La fraction circulante des CEP est significativement inférieure à celle des CEC et représente 
environ 0,0001% des cellules mononuclées du sang périphérique (19, 125, 126). Les CEP 
peuvent être identifiés grâce à des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles (17, 127-
129). Ces cellules co-expriment des marqueurs vasculaires (CD146, CD144, CD202b, 
VEGFR2) ainsi que des marqueurs communs aux cellules hématopoïétiques et endothéliales 
(CD34, CD117, CD133) (19, 128-131). Le niveau d’expression de CD45 (négatif ou 
intermédiaire) sur ces cellules est controversé et varie selon les groupes, le débat étant de 
déterminer si les CEP sont identifiés dans la fraction de progéniteurs d’origine médullaire 
CD45dim ou la fraction très rare de progéniteurs CD45- (14, 17, 128, 132-134). La découverte de 
CD133, un antigène qui identifie des cellules souches primitives, a permis dans un premier 
temps de distinguer les CEP des CEC puisque ces derniers semblaient perdre l’expression de 
CD133 au cours de leur maturation (104, 135). Cependant, l’expression de CD133 sur des CEP 
évalués dans des tests de culture a été par la suite remise en question (136, 137). In vitro, les 
progéniteurs endothéliaux d'origine médullaire ont la capacité de proliférer et de se différencier 
en cellules adhérentes appartenant à la lignée endothéliale. Ils constituent cependant un groupe 
hétérogène de cellules (129, 137, 138). En utilisant des cultures in vitro et des essais 
fonctionnels in vivo, Yoder et al. ont redéfini deux populations distinctes de progéniteurs 
endothéliaux d’origine médullaire : (1) une sous-population d’origine myéloïde caractérisée par 
un délai d’apparition en culture rapide, un potentiel prolifératif limité et l’expression de 
marqueurs à la fois monocytaires et endothéliaux. Ces cellules, plus fréquentes, sont les « colony 
forming unit endothelial cells » (CFU-EC) qui facilitent l’angiogénèse mais ne forment pas de 
colonies de cellules endothéliales ni de vaisseaux in vivo; (2) une autre population nommée 
«endothelial colony forming cells» (ECFC), dont la fréquence est très faible dans la circulation, 
correspond aux véritables progéniteurs endothéliaux dotés d’un fort potentiel de prolifération, 
d’une capacité de différentiation endothéliale stricte et d’un potentiel vasculogénique in vivo 
(129).
L’hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des CEP, le manque de consensus sur une 
définition stricte des CEP, l’expression commune de certains marqueurs hématopoïétiques 
utilisés pour détecter ces cellules ainsi que l'absence de corrélation entre les tests de culture et la 
CMF, communément utilisée pour détecter ces cellules, ont été sources d'immunophénotypes 
divergents pour détecter et énumérer de « potentiels » CEP et ont générés des résultats 
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contradictoires sur le rôle de ces cellules dans les modèles précliniques et chez l'homme (107, 
112, 128, 132, 133, 139, 140). La confusion sur l’identité et la fonction des CEP est illustrée par 
le débat autour du niveau d’expression de CD45 sur ces cellules (28, 29, 98, 134). Gehling et al.
avaient montré que des cellules progénitrices CD133+ purifiées avaient la capacité de se 
différencier en cellules endothéliales (141). Après des travaux rapportant que des cellules 
CD133+ et VEGFR2+ présentes dans la circulation avaient des propriétés fonctionnelles de CEP 
(135, 141), les CEP ont été définis (et communément acceptés) comme des cellules 
CD34+CD133+VEGFR2+ chez l’homme (14, 135, 142). Cependant, Case et al. ont récemment 
rapporté que cette population ne formaient pas de colonies dans les essais clonogéniques 
endothéliales ni de vaisseaux in vivo mais formaient des colonies dans des conditions 
hématopoïétiques et exprimaient le marqueur spécifique hématopoïetique CD45 (137). Malgré 
l’absence de consensus sur la combinaison de marqueurs la plus pertinente et sur les stratégies 
de marquage et d’analyse en CMF des CEP, qui s’avère être indispensable dans ce domaine 
(46), l’exploration et l’énumération des CEP en CMF restent très actives dans la recherche sur la 
néovascularisation tissulaire et la régénération endothéliale dans les modèles expérimentaux et 
en clinique (133, 134, 143, 144).
1.6 Les cellules endothéliales circulantes et les progéniteurs endothéliaux 
circulants : biomarqueurs de l’angiogénèse tumorale ?
1.6.1 Les CEC et l’angiogénèse tumorale 
De part leur importance dans de multiples pathologies caractérisées par des anomalies 
vasculaires, les CEC ont rapidement suscité un grand intérêt et ont été activement évaluées en 
tant que biomarqueurs potentiels de l’angiogénèse tumorale (7, 14). Dans des modèles animaux, 
des taux élevés de CEC ont été observés par rapport à des animaux sains et étaient corrélés au 
volume tumoral, suggérant ainsi un rôle dans la néoangiogénèse tumorale (14). Des taux 
relativement élevés de CEC ont aussi été décrits chez des patients atteints de différents types de 
cancers comme le lymphome, le mélanome, les gliomes, le cancer du sein, de l’estomac, du 
colon, du rein, et de la prostate (14, 110, 111, 145-147). Cependant, l'ensemble des travaux étant 
basés sur la technique de CMF décrite en 2001 et ne pouvant être pris en compte, il y a 




Une stratégie de détection des CEC en CMF a été mise au point dans le laboratoire de Françoise 
Farace pour mesurer les CEC chez l’adulte et chez l’enfant (28, 148), et est présentée en détail 
plus loin (voir Méthodes). Dans une première étude, ce test a été utilisé pour mesurer les CEC 
dans une cohorte de patients adultes porteurs de cancer métastatique ainsi que dans une petite 
cohorte d’individus sains (148). La valeur médiane des CEC mesurées chez 20 sujets sains était 
de 6,5 CEC/ml (range, 0-15) et dans l’ordre de grandeur des valeurs obtenues par IMS, 
globalement inférieures à 10 CEC/ml. Par contre, cette valeur était de 15 CEC/ ml (range, 0-
179) chez les 125 patients atteints de cancers métastatiques et significativement différente de 
celle des sujets sains (p<0,001) (148). Dans chaque type de cancer, certains patients présentaient
des taux bas de CEC, similaires à ceux des sujets sains.
Figure 4. Taux de CEC mesurés en CMF 4 couleurs chez 125 patients atteints de cancers métastatiques et 20 sujets 
sains (extrait de Jacques et al. J Immunol Methods 2008 (148)). 
Dans un autre travail, l’équipe de Françoise Farace a comparé dans 154 prélèvements de patients 
ayant un cancer métastatique les taux de CEC obtenus avec leur stratégie en CMF et les taux de 
CEC mesurés par le système CellSearch™ (Veridex), une approche semi-automatisée qui repose 
sur le même principe d’enrichissement par des microbilles magnétiques couvertes de l’anticorps 
CD146 et le marquage en fluorescence que l’IMS, et qui s’est récemment développée dans les 
laboratoires spécialisés en oncologie (149). Bien que les deux tests ne détectent pas le même 
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phénotype (CD31+CD146+CD45-7AAD- versus CD105+CD146+CD45-7AAD-), une bonne 
corrélation entre les deux méthodes a été observée (r=0,6 ; p<0,0001), des taux anormalement 
élevés de CEC étant généralement également repérés par les deux méthodes avec des valeurs 
proches de celles rapportées par l’IMS. Dans l’étude réalisée chez 45 patients porteurs de 
tumeurs solides pédiatriques et 20 enfants sains (voir Résultats : Article 1), nous avons observé 
que les taux de CEC des patients et des sujets sains étaient proches des valeurs obtenues chez les 
adultes sains, mais dans cette cohorte plus restreinte, nous n’avons pas observé de différence 
significative entre les taux de CEC mesurées chez les patients et les enfants sains (28). Depuis, 
d’autres travaux réalisés dans le laboratoire ont mesuré de façon prospective les CEC chez des 
patients atteints de cancer, notamment dans le cadre d’études multicentriques, et ont permis de 
confirmer la stratégie de détection des CEC développée en CMF ainsi que l’existence de taux 
élevés de CEC avant traitement chez des patients atteints de cancers métastatiques ou avancés 
(29, 30, 150).
Malgré l’intérêt suscité par ces cellules, la signification clinique des CEC dans le cancer reste 
encore mal comprise. Même si nos travaux et d’autres de la littérature (145, 146, 149) attestent 
de l'existence de taux de CEC supérieurs à la normale chez des patients atteints de cancer 
métastatique ou évolutif, il n'a pas encore été formellement démontré que ces cellules étaient 
reliées à l'agressivité de la tumeur ou à l'évolutivité de la maladie. L'origine des CEC dans le 
cancer ainsi que les mécanismes qui aboutissent à leur relargage dans la circulation ne sont pas 
complètement élucidés. Nous pouvons avancer deux hypothèses non exclusives pour ces 
observations. D’une part, l’activation prolongée de l’endothélium est à l’origine de perturbations 
vasculaires chez des patients atteints de cancer. Le «switch angiogénique» associé à la 
croissance tumorale et la production robuste de facteurs de croissance pro-angiogéniques, tels le 
VEGF, bFGF, HGF par les cellules tumorales et autres cellules de l’hôte, pourraient être 
responsables du chimiotactisme des CEC. L’existence d’une régulation autocrine par le VEGF 
au niveau des cellules endothéliales (151) pourrait expliquer en partie l’accroissement du 
remodelage vasculaire. Dans ce contexte, les CEC observés à des taux élevés dans différentes 
pathologies tumorales pourraient provenir des vaisseaux tumoraux et être la conséquence d'un 
important «turnover» et remodelage de l'endothélium vasculaire tumoral. Alternativement, en 
tant que marqueur de l’intégrité vasculaire, les CEC pourraient provenir de vaisseaux normaux 
activés par ces mêmes facteurs pro-angiogéniques et être le reflet d’un processus généralisé et 
systémique d’activation endothéliale chez les patients ayant un cancer. Dans ce cas, les CEC 
pourraient être une manifestation non spécifique de la pathologie tumorale à un stade 
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relativement avancé sans être directement de véritables acteurs du processus de néoangiogénèse 
tumorale.
Figure 5. Différents mécanismes de néoangiogénèse tumorale impliquant les CEC et CEP. Les deux principaux 
modes de vascularisation tumorale des tumeurs solides, le bourgeonnement des vaisseaux avec la migration de 
cellules endothéliales avoisinantes et la vasculogénèse avec le recrutement de sous-population originaires de la 
moelle osseuse incluant les CEP VEGFR2+ et les hémangioblastes VEGFR1+ (extrait de Taylor et al. Expert Opin 
Investig Drugs 2010 (35)).
1.6.2 Le rôle des CEP dans l’angiogénèse tumorale
La première démonstration du rôle des CEP dans la vasculogénèse tumorale a été réalisée en 
2001 par l’équipe de Lyden et Rafii (23). Utilisant des souris mutantes pour les facteurs de 
transcription Id1 et Id3, Lyden et al. montrèrent que le recrutement et l’incorporation aux 
vaisseaux tumoraux de CEP exprimant le VEGFR2 étaient conditionnés par l’expression de ces 
gènes et indispensables à la néo-vascularisation tumorale (23). Depuis ces premières 
observations, les CEP ont été largement explorés dans la croissance et néoangiogénèse tumorale 
ainsi que dans le développement de métastases (22, 123, 124).
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Dans le système murin, le rôle de la vasculogénèse dans la néo-vascularisation tumorale a fait 
l’objet d’une importante controverse centrée sur la contribution des CEP et les mécanismes par 
lesquels ces progéniteurs intervenaient, par incorporation directe et fonctionnelle dans le 
vaisseau ou par des effets paracrines au niveau de l’environnement périvasculaire. Une 
contribution variable des CEP à l’endothélium tumoral a été rapportée dans divers modèles de 
tumeurs non traitées pouvant aller de moins de 5%  jusqu’à 10% voire 50%, la majorité des 
études montrant des contributions dans les valeurs basses (152-154). Pour tenter de résoudre en 
partie cette controverse, plusieurs travaux dans des modèles de souris (mutantes pour les 
facteurs de transcription Id1 et Id3) ont montré que l’intégration fonctionnelle des CEP aux 
vaisseaux tumoraux était variable selon le grade de la tumeur (plus marquée dans les tumeurs 
peu différenciées) et le stade de vascularisation (122, 153). De surcroît, l’influence des facteurs 
pro-angiogéniques sur le devenir des CEP mobilisés était variable selon le site d’implantation de 
la tumeur. En utilisant un modèle murin de gliome, Aghi et al. ont montré que le SDF-1Į
produit par les cellules tumorales jouait un rôle important dans la mobilisation des CEP et 
déterminait leur différentiation en péricytes dans une tumeur sous-cutané ou en cellules 
endothéliales incorporées aux néovaisseaux tumoraux dans une tumeur orthotopique (119). Dans 
l’ensemble de ces modèles, la nature des tumeurs et en particulier leur capacité à sécréter des 
cytokines et des facteurs pro-angiogéniques et à créer un microenvironnement capable de 
promouvoir la vasculogénèse semblent être un facteur déterminant (119, 155).
En 2008, utilisant divers modèles de souris génétiquement modifiées développant des 
métastases pulmonaires, Gao et al. ont montré que les CEP, par l’expression de Id1, avaient un 
rôle capital dans le « switch angiogénique » et la progression des micro-métastases en macro-
métastases (124). En complétant les travaux antérieurs de l’équipe de Rafii et Lyden, cette étude 
soulignait de plus l’importance des interactions entre CEP et progéniteurs hématopoïétiques 
dans la formation du microenvironnement tumoral et le rôle de ces derniers dans l’initiation de 
la niche pré-métastatique (124, 156). En parallèle, plusieurs études (157) et en particulier les 
travaux de Purhonen et al. (158) et de De Palma et al. (66) rapportaient un rôle très mineur voire 
inexistant des CEP, réfutaient totalement leur capacité à s’incorporer dans la lumière des 
vaisseaux tumoraux et mettaient en avant le potentiel pro-angiogénique de précurseurs 
macrophagiques et/ou des péricytes d’origine médullaire. Plusieurs éléments peuvent rendre 
compte de ces divergences de résultats comme la variété des modèles tumoraux utilisés et des 
profils pro-angiogéniques produits, ou les difficultés techniques à localiser précisément ces 
cellules dans la lumière des vaisseaux ou en position périvasculaire. De plus, la majorité de ces 
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travaux s’appuient sur des souris génétiquement modifiées pour des gènes spécifiques de 
l’angiogénèse (Id1 et Id3) ou de l’endothélium (comme Tie2 ou VE cadhérine) pour cibler ou 
identifier les CEP (66). Cependant, en ciblant potentiellement aussi les progéniteurs 
hématopoïétiques (qui expriment Id) ou les cellules endothéliales vasculaires (qui expriment 
Tie2 ou VE cadhérine), il est difficile de savoir si l’inhibition de l’angiogénèse observée dans 
ces études est due exclusivement à la diminution de l’incorporation fonctionnelle des CEP ou si 
cela résulte de l’absence associée des autres progéniteurs hématopoïétiques ayant un rôle 
paracrine. Même si l’ensemble de ces travaux illustrent le rôle important des progéniteurs 
hématopoïétiques dans la néoangiogénèse tumorale, aucun ne permet de confirmer ou écarter 
formellement le rôle des CEP dans la modulation de ce processus. La principale origine de cette 
controverse réside donc probablement dans la difficulté à définir phénotypiquement et 
fonctionnellement les CEP chez la souris et de les distinguer des autres sous-populations de 
progéniteurs hématopoïétiques avec lesquels elles partagent de nombreux marqueurs en 
commun et dont les caractéristiques phénotypiques et le rôle restent aussi à éclaircir avec 
précision (128, 140). Le rôle et la contribution des CEP à la néoangiogénèse tumorale restent à 
ce jour un sujet très controversé (128, 129, 140, 158-160).
Chez l’homme, l’importance de la vasculogénèse dans la néovascularisation tumorale n’est pas 
élucidée et les moyens d’aborder cette question restent limités. Plusieurs travaux suggèrent que 
le rôle des CEP pourrait être plus modeste chez l’homme que chez la souris. Dans un travail 
réalisé chez des patients ayant développé des cancers secondaires après avoir reçu une greffe de 
moelle d’individus de sexe opposé, il a été montré que les cellules d’origine médullaire 
détectées par FISH ne représentaient que 5% des cellules de l’endothélium tumoral (161). Une 
autre étude montre que chez des patients atteints de cancers du poumon, les CEP CD133+ sont 
détectés avec une très faible fréquence (0,2%) sur des coupes histologiques de tumeurs (162).
L’ensemble de ces résultats sont en accord avec ceux publiés par Lin et al. montrant que, chez
l’adulte sain, les CEC originaires des parois vasculaires constituent la grande majorité (95%) des 
cellules angiogéniques circulantes (163). Les CEP sont aujourd’hui activement évalués en 
clinique en tant que marqueurs de l’intégrité vasculaire, plus particulièrement dans le contexte 
des maladies cardiovasculaires (19, 164).
Chez les patients atteints de cancer, la plupart des travaux ont consisté à mesurer les CEP par 
marquage avec une combinaison de marqueurs de surface pour une analyse en CMF. Cependant, 
comme pour les CEC, il n’y a pas de consensus sur la combinaison de marqueurs la plus 
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pertinente et sur les stratégies de marquage et d’analyse en CMF, et la majorité des études ont 
employé la stratégie développée par l’équipe italienne selon les mêmes principes que celle 
établie pour la détection des CEC (14, 165, 166). Les discordances entre les phénotypes et les 
taux rapportés de « CEP » potentiels identifiés dans toutes ces études ont abouti à une grande 
variabilité des données, source de désaccord entre les études et les laboratoires (14, 107, 112, 
167-169). Peu de laboratoires se sont réellement donné les moyens de développer une approche 
en CMF adaptée à la détection d’évènements aussi rares et en particulier d’utiliser des méthodes 
d’enrichissement pour la mesure des CEP (107, 109, 134, 143, 144).
Comme présentée plus loin, une stratégie de détection des CEP a été mise au point dans le 
laboratoire selon les mêmes principes que celle établie pour la mesure des CEC, et a servi à 
l’évaluation de ces cellules chez des patients adultes et des patients pédiatriques porteurs de 
tumeurs (28-30, 98). Le travail réalisé chez les patients présentant une tumeur pédiatrique, et 
dont les principaux résultats sont présentés dans la partie Résultats : Article 1, a été le premier à 
explorer les taux de CEC et de CEP dans le domaine de l’oncologie pédiatrique. Les taux élevés 
de CEP objectivés chez des patients atteints de différents types de tumeurs grâce aux études 
réalisées dans le laboratoire ont permis d’avancer l’hypothèse que les CEP pourraient refléter un 
processus angiogénique agressif et une évolution défavorable et pourraient ainsi avoir un rôle 
potentiel en tant que biomarqueurs de l’angiogénèse. 
Récemment, de nombreux travaux ont montré que d’autres lignées cellulaires pouvaient, comme 
les CEP, être mobilisées depuis la moelle osseuse par les facteurs pro-angiogéniques produits 
par le microenvironnement tumoral ou la tumeur en réponse à l’hypoxie comme le SDF-1Į (20, 
21). Il est ainsi rapporté que des progéniteurs hématopoïétiques d’origine médullaire 
(hematopoietic stem cells (HSC)) peuvent aussi être mobilisés pour contribuer directement ou 
indirectement à la néoangiogénèse d’origine ischémique ou tumorale (170-176). Parmi celles-ci, 
les progéniteurs hématopoïétiques CD34+ circulants pourraient moduler l’angiogénèse et des 
taux élevés ont été corrélés au risque de rechute tumorale (126, 170). Les progéniteurs des 
péricytes sont eux aussi susceptibles de s’incorporer physiquement aux parois vasculaires (66).
Des cellules appartenant à la lignée myéloïde comme les macrophages (tumor-associated 
macrophages (TAM)), les monocytes exprimant le récepteur Tie2 (TEM), et les cellules 
myéloïdes GR1+CD11b+ à activité immunosuppressive peuvent aussi être recrutées dans le 
microenvironnement tumoral périvasculaire et avoir, par des mécanismes paracrines, de 
puissants effets facilitateurs de la formation de néovaisseaux et de promotion de la 
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néoangiogénèse (66, 177, 178). Certaines de ces populations cellulaires, même si elles sont 
présentes en très petit nombre comme les CEP ou les TEM, peuvent avoir des effets 
extrêmement puissants, « catalytiques » de la progression tumorale. Toutes ces populations sont 
susceptibles d’intervenir à certaines étapes du processus de néoangiogénèse, d’avoir des 
fonctions spécifiques dans certains types tumoraux, et d’être les acteurs de mécanismes 
redondants de néoangiogénèse susceptibles d’assurer à la tumeur un système vasculaire viable et 
versatile. 
1.7 Les cellules endothéliales circulantes et les progéniteurs endothéliaux 
circulants : biomarqueurs des traitements anti-angiogéniques et anti-
vasculaires ?
1.7.1 CEC et CEP : biomarqueurs des traitements anti-angiogéniques
Les CEC et CEP, par leurs rôles et leurs capacités supposés à refléter un effet global résultant du
traitement anti-angiogénique, semblent émerger comme des biomarqueurs potentiels très 
prometteurs. La grande majorité des travaux publiés sur la valeur prédictive des CEC et/ou CEP 
chez des patients traités par des agents anti-angiogéniques ayant utilisé la méthode de CMF 
publiée par Bertolini (110) ou une variante (112, 179) et ne pouvant être pris en compte, il existe 
peu de données fiables évaluant le rôle des CEC et CEP en tant que biomarqueurs des traitement 
anti-angiogéniques. 
Une étude menée dans le laboratoire chez des patients atteints de cancer du côlon et traités par 
chimiothérapie et bévacizumab, montre que les taux de CEC sont prédictifs de l’efficacité anti-
tumorale du traitement combiné (150). Dans cette étude, les patients avec un taux élevé de CEC 
prétraitement ou après un cycle de chimiothérapie avaient une survie sans progression 
défavorable à 6 mois (p<0,01) (150). Ces résultats confirmaient et étendaient les données 
publiées peu de mois auparavant par l’équipe de Ronzoni et al. dans une cohorte de 40 patients 
analysés en CMF (180). En utilisant la technique de CellSearch™ pour mesurer des CEC chez 
31 patients atteints de cancer colorectal et traités par bévacizumab, Matsusaka et al. ont observé 
que la survie sans progression et la survie globale étaient réduite de manière significative 
(p=0,003 et p=0,027, respectivement) chez les patients avec un taux prétraitement de CEC élevé 
et que le taux de CEC prétraitement était un facteur prédictif de réponse au bévacizumab (181).
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Dans un autre travail réalisé dans le laboratoire évaluant les taux de CEC et de facteurs 
plasmatiques avant et à jours 3, 15 et 60 d’un traitement par bévacizumab en monothérapie chez 
43 patients atteints d’hépatocarcinome cellulaire avancé (182), nous avons aussi observé que les 
taux de CEC à J15 étaient corrélés à la réponse au traitement par bévacizumab (p=0.04), bien 
qu’ils n’aient pas été associés à la survie sans progression ou la survie globale. Quelques études 
utilisant la méthode CellSearch™ rapportent des résultats intéressants sur le potentiel des CEC 
en tant que biomarqueur mais qui restent à confirmer (181, 183).
Deux études menées dans de petites séries de patients atteints de cancer du rein métastatique 
rapportent qu’une augmentation du taux de CEC à J14 d’un traitement par inhibiteur de tyrosine 
kinase, le sunitinib, est associée à la survie sans progression (132, 184). Le travail que nous 
avons mené chez 55 patients atteints de cancer du rein métastatique et traités par inhibiteurs de 
tyrosine kinase (dont 46 par sunitinib) n’a pas confirmé ce résultat. Cependant, nous avons 
observé qu’un taux élevé de CEP était le seul marqueur avant traitement corrélé à la survie sans 
progression et la survie globale, suggérant que les taux de CEP dans cette pathologie pourraient 
être un biomarqueur prédictif permettant de discriminer des patients avec une évolution 
défavorable lors d’un traitement par inhibiteurs de tyrosine kinase (29). Ce travail sera 
développé plus loin dans la partie Résultats : Article 2. Nous avons aussi évalué les taux de CEC 
et de CEP chez 71 patients inclus dans quatre études de phase I testant de nouveaux agents anti-
angiogéniques ou anti-vasculaires (voir Résultats : Article 3). Alors qu’aucune corrélation n’a 
été observée entre les taux de CEC et la survie globale, celle-ci était significativement plus 
courte chez les patients présentant un taux prétraitement élevé de CEP (9 mois versus 17 mois, 
p=0,03) (30). Ces résultats corroborent ceux observés dans d’autres travaux réalisés dans le 
cancer du poumon non à petites cellules (CBNPC) et dans l’hépatocarcinome traités par 
inhibiteur de tyrosine kinase, où des taux bas de progéniteurs hématopoïétiques exprimant le 
CD133 étaient associés à une survie sans progression augmentée (185, 186).
L’ensemble de ces données suggèrent que la mesure des taux de CEC avant et après un cycle de 
traitement pourraient, dans certains types de cancers comme le cancer colorectal ou 
l’hépatocarcinome, aider à la stratification des patients qui vont bénéficier d’un traitement anti-
angiogénique mais illustrent aussi la complexité des mécanismes d’action de ces agents et des 
traitements combinés. De même, des taux de CEP prétraitement pourraient refléter une réponse 
systémique de l’hôte, particulièrement agressive sur le plan de l’angiogénèse, et être de ce fait
un facteur prédictif de non réponse voire de résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase. 


En parallèle à l’évaluation des CEC et CEP, de multiples biomarqueurs candidats ont été 
explorés pour prédire la réponse aux traitements anti-angiogénique dans des modèles 
précliniques ou la survie chez des patients traités ayant un cancer (5, 10, 54, 187).
L’identification de cytokines prédictives de réponse à chaque famille de molécule anti-
angiogénique reflétant si possible son effet direct sur le processus de néoangiogénèse et sur les 
cellules endothéliales, a été largement étudiée. Cependant, compte tenu de la complexité des 
voies moléculaires impliquées dans la néoangiogénèse et la vasculogénèse tumorale déjà 
abordées dans ce travail, l’identification de biomarqueurs protéiques s’est avèrée être très 
ambitieux. Le VEGF circulant a naturellement été le biomarqueur circulant le plus activement 
étudié. De nombreux résultats contradictoires ont été publiés sur la valeur du taux prétraitement 
de VEGF dans des essais de phase II et aucune corrélation avec l’efficacité du bevacizumab n’a 
été confirmée dans quatre essais de phase III (188). De plus, l’augmentation des taux de VEGF 
circulants à des temps précoces de l’administration de ces agents semblent être une 
caractéristique commune des drogues ciblant cette voie. Chez les patients traités par 
bevacizumab, les résultats varient en fonction de la méthode de dosage puisque l’on observe une 
augmentation des taux de VEGF complexé à la drogue et une chute des taux de VEGF libre
(54). Chez les patients traités par des inhibiteurs de tyrosine kinase, l’augmentation des taux de 
VEGF, PlGF et de facteurs pro-angiogéniques ainsi que la diminution du taux de VEGFR2 est 
maintenant considérée comme une signature de ce type de drogue (10, 189). Une étude 
particulièrement intéressante chez des animaux sains traités par le sunitinib a montré que la 
production massive de facteurs de croissance pro-angiogéniques induite par ce traitement, dans 
la circulation et dans les tissus, était indépendante de la présence d’une tumeur (190). Elle 
apparaît donc comme une réponse systémique de l’hôte sans valeur prédictive, susceptible 
d’avoir un intérêt pharmacodynamique et d’être éventuellement en rapport avec des mécanismes 
de résistance par la mobilisation de CEP et d’un « rebond » vasculaire tumoral. Dans le cas des 
inhibiteurs de tyrosine kinase, la dynamique des CEC et plus particulièrement CEP pourrait 
donc être le miroir de celles des facteurs de croissance pro-angiogéniques.
1.7.2 CEC et CEP : biomarqueurs des traitements anti-vasculaires
Peu d’études ont exploré le rôle potentiel des CEC et des CEP en tant que biomarqueurs des 
agents anti-vasculaires. Dans les modèles murins, cette hypothèse a été abordée exclusivement 
sur le versant des CEP par Shaked et al. et dont les travaux ont déjà été présentés pages 21-22
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(27, 76). De façon similaire, Daenen et al. ont évalué les taux de CEP, et non de CEC, après 
administration d’un VDA en explorant les possibilités de bloquer la mobilisation de cette 
population avec une chimiothérapie métronomique (91). Chez l’homme, Beerepoot et al. ont 
observé une élévation en quelques heures des taux de CEC chez des patients inclus dans une 
étude de phase I et recevant un VDA, le ZD1626 (191). Dans le laboratoire, Françoise Farace a 
rapporté pour la première fois la mobilisation de CEP induite par l’injection de la drogue chez 
des patients inclus dans une étude de phase I combinant un VDA, l’ombrabuline, avec la 
cisplatine (98). Plus récemment, une étude de phase I évaluant l’association de la 
combrétastatine A4-phosphate en combinaison avec le bévacizumab chez 15 patients a observé 
une augmentation des taux de progéniteurs CD34+ et CD133+ après administration de la drogue 
(93). Nous avons étudié dans différents modèles murins le rôle des CEC et CEP dans le 
mécanisme d’action des VDA ; ce travail est présenté dans les Résultats : Article 4 (31).
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2. CONTEXTE ET BUT DU TRAVAIL
La stratégie de détection des CEC et CEP en CMF établie dans le laboratoire de Recherche 
Translationnelle, Unité INSERM U981, a été développée pour répondre aux standards requis 
pour la détection des évènements rares. Les caractéristiques de cette méthodologie sont 
développées dans la partie Matériel et Méthodes. Pour les CEC, des expériences de quintuple 
marquage avec le CD144, marqueur typiquement endothélial ont confirmé l’origine endothéliale 
des cellules identifiées comme des CEC et la reproductibilité et la linéarité de la méthode ont été 
démontrées (148). Les valeurs de CEC retrouvées avec cette méthode chez des volontaires sains 
sont comparables à celles retrouvées avec la méthode de référence d’immunocapture IMS (103, 
105). Une stratégie similaire a été développée pour la détection des CEP chez l’homme (98). La 
mise au point de ces outils fiables était une étape indispensable avant d’aborder les questions 
autour du rôle de ces cellules dans le cancer et ses traitements. Depuis, de nombreuses études 
exploratoires ont été menées dans le laboratoire visant à étudier l’intérêt clinique potentiel des 
CEC et CEP dans divers types de cancers et différentes situations cliniques.
Le premier volet de mon travail de thèse a consisté à évaluer le rôle des CEC et CEP en tant que 
biomarqueurs de l’angiogénèse et des traitements anti-angiogéniques chez l’homme. A la 
différence des tumeurs adultes, d’origine épithéliale souvent, peu vascularisée et à temps de 
prolifération lente, les tumeurs solides pédiatriques sont en majorité indifférenciées, d’origines 
embryonnaires, richement vascularisées et caractérisées par un taux élevé de prolifération. 
Compte tenu du rôle important de l’angiogénèse dans les tumeurs solides pédiatriques, j’ai 
choisi ce modèle pour étudier le rôle CEC et CEP en tant que biomarqueurs de l’angiogénèse 
tumorale. Ce travail a permis de mettre en évidence pour la première fois l’existence d’une 
corrélation entre un taux élevé de CEP dans le sang périphérique des patients et l’existence 
d’une maladie métastatique (voir Résultats : Article 1 (28)). J’ai aussi participé à deux travaux 
analysant le rôle des CEC et CEP en tant que biomarqueurs des traitements anti-angiogéniques 
dans les tumeurs solides adultes. Nous avons montré chez des patients ayant un cancer du rein 
métastatique (mRCC) recevant un traitement anti-angiogénique que le taux de CEP initial était 
corrélé à la réponse tumorale au traitement et qu’un taux de CEP initial élevé était prédictif 
d’une absence de réponse clinique et d’un mauvais pronostic (voir Résultats : Article 2 (29)).
Nous avons aussi analysé la valeur pronostique des CEC et CEP chez des patients atteints de 
cancers avancés inclus dans  des études de phase I (voir Résultats : Article 3 (30)).
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Ces premiers résultats ont mis en exergue le rôle potentiellement important des CEP en tant que
biomarqueurs de l’angiogénèse et des traitements anti-angiogéniques. Par conséquent, le
deuxième volet de mon travail de thèse a consisté à étudier dans des modèles murins les 
mécanismes impliqués dans la mobilisation des CEP qui pouvaient être recrutés dans un 
processus de réparation vasculaire et être des acteurs clés de la revascularisation, de la repousse 
et de ce fait de la résistance tumorale. Les CEP sont mobilisés en réponse aux cytokines pro-
angiogéniques produites par la tumeur en situation d’ischémie ou en cas de lésion/réparation des 
vaisseaux. D’un point de vue mécanistique, il nous est paru que la destruction vasculaire et 
l’ischémie tumorale occasionnées par un VDA constituaient typiquement une situation de lésion 
vasculaire suivie de réparation et de régénération vasculaire susceptible de mobiliser les CEP. A
la suite de l’étude de Françoise Farace rapportant la mobilisation de CEP chez des patients 
traités par un VDA (98) et de l’observation de taux élevés de CEC chez des patients traités par 
une autre VDA (191),  nous avons émis l’hypothèse que le VDA pouvait être un modèle 
particulier pour étudier les rôles respectifs de ces cellules dans l’angiogénèse tumorale, où les 
taux de CEC pourraient un biomarqueur pharmacodynamique capables de refléter directement 
l’importance de la lésion vasculaire induite par la drogue et donc refléter l’activité biologique du 
VDA, alors que les CEP, recrutés dans un mécanisme de réparation vasculaire, pourraient être 
acteurs clés de la revascularisation et donc être des biomarqueurs de résistance au VDA. De 
plus, les CEP pourraient constituer des cibles thérapeutiques dans des stratégies d’association
des VDA avec d’autres drogues et le suivi de leurs taux dans le sang périphérique pourrait
identifier des schémas thérapeutiques efficaces. 
Figure 6. Hypothèse sur les rôles des CEC et CEP en tant que biomarqueurs des VDA.
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Cette exploration plus « mécanistique » dans des modèles murins a consisté en l’étude du rôle 
des CEC et CEP dans les mécanismes d’action des VDA sur trois versants :
1) En caractérisant avec précision les CEC et CEP en tant que biomarqueur 
pharmacodynamique en relation avec les changements morphologiques et fonctionnels 
induits par la drogue dans la tumeur ;
2) En étudiant le rôle fonctionnel des CEP dans la résistance à ces drogues ;
3) En explorant les facteurs de croissance pro-angiogéniques régulant la mobilisation de ces 
cellules.
4) En identifiant des stratégies d’association VDA et agent anti-angiogénique qui en ciblant 
les CEP mobilisées par la drogue, avaient une efficacité anti-tumorale optimale. 
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3. MATÉRIEL ET MÉTHODES
3.1 Détection des CEC et CEP en cytométrie de flux 4 couleurs chez l’homme
Le développement de la détection des CEC et des CEP en cytométrie de flux 4 couleurs chez 
l’homme a été réalisé dans le laboratoire de Recherche Translationnelle par deux techniciennes, 
Nathalie Jacques et Nadège Vimond (98, 148). La stratégie de détection des CEC et CEP en 
CMF établie par Françoise Farace a été développée pour répondre aux standards requis pour la 
détection des évènements rares et présente les caractéristiques suivantes : (1) le marquage d’un
volume de sang important, (2) l’acquisition d’un nombre élevé d’évènements (environ 5x106)
pour permettre une analyse statistique, (3) l’utilisation de billes fluorescentes de taille 10 µm 
afin d’exclure les évènements de petite taille, (4) l’utilisation d’un marqueur de viabilité, et (5) 
des contrôles FMO (« fluorescence minus one ») permettant de mesurer avec précision le bruit 
de fond dans les fenêtres sélectionnées selon les recommandations publiées (143, 192). Pour les 
CEC, la reproductibilité et la linéarité de cette méthode a été montré, de même que l’origine 
endothéliale des cellules identifiées comme des CEC a été confirmée dans des expériences de 
quintuple marquage avec le CD144, marqueur typiquement endothélial (148). Etant donné que 
les techniques de mesure de CEP en culture cellulaire nécessitaient des volumes sanguins 
importants (>50 ml) et inadaptés à l’évaluation des patients en routine dans des essais cliniques, 
une méthode de détection en CMF 4 couleurs semblable à celle établie pour les CEC a été 
développée. Cependant, compte tenu de la rareté des CEP, ces cellules étaient mesurées à partir 
d’un volume sanguin de 10 ml après une étape d’enrichissement en cellules progénitrices qui 
sera détaillée plus loin. 
3.1.1 Prélèvements sanguins pour l’étude des CEC et CEP chez l’homme
Tous les prélèvements sanguins des sujets étudiés ont été réalisés à l’Institut Gustave Roussy, 
sauf ceux de la population pédiatrique de volontaires sains qui ont été réalisés dans le service 
d’endocrinologie pédiatrique de l’hôpital Bicêtre (voir Résultats : Article 1 (28)). Un 
consentement éclairé et signé était recueilli pour chaque patient avant le prélèvement sanguin 
qui a été réalisé dans la majorité des cas en même temps que d’autres prélèvements 
systématiques nécessaires à la prise en charge du patient. Pour l’étude des CEC, un prélèvement 
de sang veineux était recueilli dans un tube CellSave™ Preservative (Immunicon, PA, USA) 
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après élimination des 2 ml de sang initiaux suivant la ponction veineuse. Le volume sanguin 
minimum requis pour l’étude des CEC est de 1,6 ml de sang veineux. Pour l’étude des CEP, un 
prélèvement initial de 10 ml de sang veineux était prélevé sur un tube hépariné. Dans le souci de 
déterminer le volume sanguin minimal nécessaire à l’étude des CEP dans une population 
pédiatrique, nous avons diminué ce volume de sang à 5 ml pour les enfants de moins de 15 kg.
3.1.2 Méthode de détection des CEC et CEP chez l’homme en cytométrie de flux 4 
couleurs
3.1.2.1 Procédure de marquage de sang total pour la détection des CEC
La stratégie établie identifie les CEC dans le sang total comme des évènements viables ayant 
pour immunophénotype CD31+CD146+CD45-7AAD- (148).  Les anticorps utilisés sont le 
CD31-FITC (clone WM59, BD Pharmingen, NJ, USA), le CD146-PE (clone P1H12, BD 
Pharmingen), et le CD45-APC (clone T29/33, DakoCytomation, Denmark) alors que les 
contrôles isotypiques de fluorochromes conjugués (IgG1-FITC, IgG1-PE, et IgG-APC de souris) 
ont été achetés chez DakoCytomation. Le marqueur de viabilité utilisé est le 7-
aminoactinomycine-D (7AAD). Les anticorps ont été titrés sur 1 ml de sang total afin de 
déterminer la dose optimale et afin d’être utilisés en excès. Pour le CD146, la titration était 
réalisée sur des cellules HUVEC. Le 7AAD (2 µl par 0 ,5 ml de sang total), les réactifs BD 
FACS Lysing et BD CellFix ont été achetés chez BD Biosciences.
Le sang total était distribué dans 4 tubes polypropylène de 5 ml (BD Falcon Biosciences, MA, 
USA) : 0,1 ml dans le tube 1, et 0,5 ml dans les tubes 2, 3 et 4 respectivement. Les anticorps, le 
7AAD, et les contrôles isotypiques de fluorochromes conjugués ont été ajoutés comme suit :
x Tube 1 : IgG1-FITC, IgG1-PE, IgG1-APC de souris et le 7AAD
x Tube 2 (FMO) : CD31-FITC, IgG1-PE, CD 45-APC et 7AAD
x Tube 3 et 4 (test) : CD31-FITC, CD146-PE, CD45-APC et 7AAD
Trois autres tubes de 0,1 ml de sang total contenant chacun des anticorps seuls et des contrôles 
isotypiques étaient réalisés afin de vérifier le voltage PMT et la compensation de fluorescence. 
Les échantillons ont incubé pendant 20 min dans l’obscurité à 4°C avant l’adjonction du réactif 
FACS Lysing (1ml dans le tube 1 et 4 ml dans les tubes 2, 3 et 4). Les échantillons ont été 
vortexés soigneusement puis incubés 15 min à 4°C dans l’obscurité. Un lavage au PBS a été 
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réalisé. Les tubes 3 et 4 ont été poolés et les trois tubes restants lavés encore une fois avant 
d’être fixés avec 250 µl de CellFix pour être analysés dans les 48 h.
3.1.2.2 Procédure de marquage de sang total pour la détection des CEP
Les CEP sont identifiés comme la fraction viable de cellules progénitrices circulantes d’origine 
médullaire (CD45dimCD34+7AAD-) exprimant le VEGFR2 (98). Les anticorps utilisés sont le 
CD45-FITC (clone T29/33, DakoCytomation, Denmark), le CD34-APC (clone BIRMA-K3, 
DakoCytomation), et le KDR (VEGFR2)-PE (clone 89106, R&D Systems, MN, USA). Des 
contrôles isotypiques conjugués au fluorochrome (IgG1-FITC, IgG1-PE et IgG1-APC de souris) 
étaient achetés auprès de DakoCytomation. Les anticorps ont été titrés afin de déterminer la dose 
optimale et afin d’être utilisés en excès. Les réactifs 7AAD (2µl par tube), FcR blocking reagent 
(Miltenyi Biotec, Germany) et BD CellFix ont été achetés chez BD Biosciences.
Les CEP ont été identifiés dans des fractions de cellules mononuclées enrichies en progéniteurs 
par la méthode RosetteSep® (StemCell Technologies) à partir de 10 ml (ou 5 ml chez les 
enfants de <15 kg) de sang total. Grâce à un mélange pré-établi d’anticorps RosetteSep®, des 
rosettes sont formées en liant les cellules non désirées et les hématies qui précipitent sur gradient 
Ficoll® au cours d’une centrifugation à 2500 rpm pendant 20 minutes. Cette étape 
d’enrichissement en cellules progénitrices (hématopoïétiques et endothéliales) permet d’éliminer 
les cellules mononuclées différenciées. Après lavage, la fraction enrichie a été distribuée dans 
trois tubes polypropylène de 5 ml (BD Falcon Biosciences, MA, USA) : 0,1 106 cellules 
mononuclées dans le tube 1 (contrôle isotypique) et le restant des cellules récupérées réparti en 
quantité égale dans les tubes 2 et 3, à savoir le contrôle FMO et le test CEP respectivement. La 
quantité de cellules distribuée dans les tubes 2 et 3 dépendait de la récupération cellulaire après 
enrichissement. Le réactif FcR blocking reagent destiné à saturer les récepteurs Fc pour éviter 
une fixation non spécifique des anticorps a été ajouté aux trois tubes (2µl/tube) puis les 
anticorps, le 7AAD et contrôles isotypiques conjugués aux fluorochromes ont été distribués de 
la manière suivante :
x Tube 1 : IgG1-FITC, IgG1-PE, IgG1-APC de souris et 7AAD
x Tube 2 (FMO) : CD45-FITC, IgG1-PE, CD34-APC et 7AAD
x Tube 3 (test) : CD45-FITC, KDR (VEGFR2)-PE, CD45-APC et 7AAD.
Les échantillons ont incubés 20 minutes à 4°C avant d’être lavés une fois au PBS. Enfin, ils ont 
été fixés avec 250µl de CellFix et analysés dans les 48h.


3.1.2.3 Acquisition et analyse en cytométrie de flux
L’acquisition des cellules marquées a été réalisée sur un FACSCalibur (BD Biosciences). Les 
tubes 1, les contrôles isotopiques et les tubes contenant les anticorps seuls ont été utilisés pour 
l’ajustement du voltage PMT et pour les compensations de fluorescence. Occasionnellement, ces 
derniers étaient aussi ajustés avec des Compbeads (BD Biosciences) en déterminant la médiane 
des populations positives et négatives. Des microbilles Flow-Check (Beckman-Coulter) étaient 
ajoutées au tube contenant les contrôles isotypiques et ce tube était acquis en premier afin 
d’ajuster précisément le voltage FSC et identifier les évènements cellulaires ayant une taille 
supérieure à 10 µm. Toutes les cellules contenu dans le contrôle FMO (tube 2) et le tube test 
CEC ou CEP ont été acquis. Cela correspondait à environ 2,5x106 et 5x106 évènements pour les 
tubes FMO et test CEC ou CEP respectivement. La vitesse d’acquisition ne dépassait pas 4000 
évènements/seconde. Une fenêtre de sauvegarde a été utilisée afin d’exclure une partie des 
granulocytes et débris. Des lavages ont été réalisés entre chaque acquisition. Les données ont 
ensuite avec le logiciel CellQuest 3.2. 
Les résultats de CEC mesurées sont exprimés en nombre de CEC/ml de sang. Les taux de CEP 
mesurés sont exprimés en pourcentage de cellules progénitrices CD45dimCD34+7AAD- totales 
exprimant le VEGFR2 (KDR). Des expériences préliminaires réalisées dans le laboratoire ont 
montré que parmi les cellules identifiées comme des CEP, une sous-population exprimait aussi 
le marqueur CD133. Nous avons donc estimé que le marquage pour le CD133 n’apportait pas 
d’information supplémentaire et n’a donc pas été retenu pour une utilisation en routine.
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Figure 7. Stratégie de détection en CMF 4 couleurs des CEC chez l’homme. (A) Analyse du contrôle FMO PE 
(CD45-APC/CD31-FITC/mouse IgG1-PE/7AAD). (B) Analyse du test (CD45-APC/CD31-FITC/CD146-
PE/7AAD). Les panels montrent 100% des évènements (2,5x106 évènements pour le contrôle et 5x106 évènements 
pour le test). Les panels de (a) à (f) sont identiques pour le contrôle FMO-PE et le tube test. (a) sélection des 
évènements viables 7AAD- (R1). (b) la fenêtre R2 permet d’éliminer les débris et la majorité des granulocytes sans 
exclure des cellules de grande taille. (c) et (d) les fenêtres R3 et R4 sont placées pour exclure les évènements 
CD45+. (e) R5 : cellules CD31+CD146+7AAD- dans la fenêtre CD45-. (f) la fenêtre R6 résulte du croisement des 
fenêtres de sélection successives pour compter les CEC. Les CEC sont présentées en gras et identifiées comme des 
cellules CD31+CD146+ CD45-7AAD-.
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Figure 8. Stratégie de détection des CEP en CMF 4 couleurs chez l’homme. (A) Analyse du contrôle FMO-PE 
(CD45-FITC/mouse IgG1-PE/CD34-APC/7AAD) pour le placement des fenêtres de sélection. (a) Seulement 1% 
des évènements est présenté pour la sélection des évènements viables 7AAD- (R1). Les autres panels montrent 
100% des évènements. (B) Analyse du test (CD45-FITC/VEGFR2(KDR)-PE/CD34-APC/7AAD) pour lequel 
100% des évènements sont présentés. (b) la fenêtre R2 sélectionne les évènements CD34+. (c) la fenêtre R3 est 
placée pour sélectionner les évènements CD45dim dans R2. (d) évènements viables CD45dimCD34+7AAD-. (e) la 
fenêtre R4 est utilisée pour éliminer des débris de R3. (f) la fenêtre R5 résulte du croisement des fenêtres de 
sélection successives pour compter les cellules CD45dimCD34+7AAD-VEGFR2+. Les fenêtres de sélection de (a) à 




3.2 Méthodes de détection des CEC et CEP en cytométrie de flux 4, 5 et 6 couleurs 
chez la souris
La mise au point de la détection et l’énumération des CEC et CEP en CMF 4, 5 et 6 couleurs 
chez la souris a été réalisée par une technicienne du laboratoire Fanny Billiot et par moi-même. 
La stratégie de détection établie par Françoise Farace était strictement similaire à celle mise au 
point dans le laboratoire pour la détection des CEC et CEP chez l’homme en CMF. A la 
différence des autres équipes travaillant dans ce domaine, il a été choisi de ne pas détecter les 
CEC et CEP chez la souris dans le même tube de sang ce qui a conduit à la mise au point de 
deux combinaisons d’anticorps : l’une pour les CEC, et l’autre pour les CEP. Cette approche 
plus lourde permettait de mieux caractériser ces cellules d’un point de vue phénotypique mais 
nécessitait plus de sang, et donc nécessitait de doubler les expériences pour avoir 2 cohortes 
d’animaux à chaque temps expérimental : l’une pour les CEC et l’autre pour les CEP. Le 
volume de sang total nécessaire à la mesure des CEC ou des CEP était de 250µl, et était prélevé 
par voie rétro-orbitaire ou par ponction intracardiaque.
3.2.1 Procédure de marquage de sang total pour la détection des CEC et CEP
Les CEC sont identifiées dans le sang total de souris comme des évènements viables ayant pour 
immunophénotype CD31+CD45-Flk-1(VEGFR2)+MECA-32+7AAD-. Les anticorps 
monoclonaux rat anti-souris utilisés étaient : CD31-FITC, CD45-PerCP, Flk-1(VEGFR2)-PE, 
MECA-32 biotine et streptavidine-APC (tous de chez BD Pharmingen). Le marqueur nucléaire 
de viabilité utilisé était le DAPI (4’, 6’-diamidino-2-phenylindole). Les anticorps ont été titrés 
afin de déterminer la dose optimale et afin d’être utilisés en excès. Les anticorps MECA-32-
biotine et Flk-1-PE ont été titrés sur des prélèvements sanguins présentant des taux élevés de 
CEC issus d’animaux traités par colchicine. Les CEP sont identifiés dans le sang total après un 
marquage avec les anticorps monoclonaux de rat anti-souris suivant : CD45-PerCP, CD117-
APC, Sca-1-FITC et Flk-1 (VEGFR2)-PE (tous de chez BD). Le marqueur de viabilité utilisé ici 
était le DAPI. Des contrôles isotypiques conjugués au fluorochrome (IgG1-FITC, IgG1-APC, 
IgG1-PerCP, et IgG1-PE de rat achetés chez BD Pharmingen) ont étaient établis. De même, des 
contrôles FMO pour chaque fluorochrome et pour la streptavidine  (CD45-PerCP / CD31-FITC / 
Flk-1-PE / Streptavidin-APC) ont été réalisés dans du sang total pour les stratégies 
d’identification des CEC et CEP (5 tubes FMO pour le test CEC et 4 tubes FMO pour le test 
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CEP) afin de mesurer le bruit de fond et ajuster les fenêtres d’analyse avec précision selon les 
recommandations (143, 192).
Les échantillons de sang étaient distribués dans des tubes polypropylène de 5 ml (BD Falcon 
Biosciences, MA, USA) et incubés pendant 20 minutes à 4°C avec le Fc Block (BD 
Biosciences) afin d’éviter la fixation non-spécifique des anticorps. L’adjonction des anticorps 
nécessaires aux tubes correspondant aux contrôles FMO et au tube test CEC ou CEP étaient 
réalisés exactement selon la même stratégie établie chez l’homme. Après une incubation des 
anticorps pendant 20 minutes à 4°C, la solution BDPharmLyse (BDBiosciences) a été rajoutée à 
chaque tube pour lyser les globules rouges. Les échantillons ont été lavés au PBS puis acquis 
immédiatement sans adjonction de CellFix.
3.2.2 Acquisition et analyse en cytométrie de flux
L’acquisition des cellules marquées a été réalisée sur un FACSCalibur (BD Biosciences) ou sur 
un FACSCanto II (BD Biosciences). Les contrôles isotopiques et les tubes contenant les 
anticorps seuls ont été utilisés pour l’ajustement du voltage PMT et pour les compensations de 
fluorescence. Ces derniers étaient aussi ajustés avant chaque acquisition avec des Compbeads 
(BD Biosciences) en déterminant la médiane des populations positives et négatives. Des 
microbilles Flow-Check (Beckman-Coulter) étaient utilisées pour ajuster précisément le voltage 
FSC. Toutes les cellules contenu dans les contrôles FMO (4 par test) et le tube test CEC ou CEP 
ont été acquis afin d’obtenir au moins 150,000 événements mononuclées pour chaque tube. La 
vitesse d’acquisition ne dépassait pas 4000 évènements/seconde. Les cellules non viables et 
débris apoptotiques ont été exclus par des fenêtres d’analyse en FSC et une fenêtre de sélection 
des évènements négatifs pour le DAPI (1 µl/tube rajouté immédiatement avant l’acquisition). 
Des lavages ont été réalisés entre chaque acquisition. Les données ont été analysées avec les 
logiciels CellQuest 3.2 ou BD FACS Diva (BD Biosciences), avec pour ce dernier une 
représentation bi-exponentielle des data. 
Les CEC ont été identifiées comme des évènements viables CD45-CD31+ Flk-1+MECA-
32+DAPI-. Les CEP ont été identifiées comme des évènements viables CD45-/dimCD117+Sca-
1+Flk-1+DAPI-.  Les taux de CEC et de CEP absolus ont été calculés à partir de numérations 
formules sanguines déterminées sur un compteur MS9-3 (Melet Schlœsing, Osny, France) pour 
chaque échantillon de sang murin prélevé et selon la formule suivante : taux absolu de CEC ou 
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CEP / µl de sang =  CEC ou CEP comptées au FACS x (lymphocytes + monocytes à la 
NFS/lymphocytes + monocytes comptés au FACS).
Des expériences complémentaires en CMF 5 et 6 couleurs ont été réalisées pour mieux 
caractériser les cellules identifiées comme des CEP avec l’aide d’un ingénieur, Phillipe Rameau,
Service Commun de Cytométrie et d’Imagerie, IRCIV, de l’Institut Gustave Roussy. Pour ces 
expériences, les anticorps monoclonaux de rat anti-souris suivant ont été utilisés : Gr-1-PE Cy7 
(eBiosciences), CD11b-FITC et CD34-FITC (BD Pharmingen), CD4-PE (BD Pharmingen), 
CD2-, CD3-, CD4-, CD11b-, CD14-, CD19-, et CD20-PerCP Cy5.5 (tous BD Pharmingen), 
F4/80-PerCP Cy5.5 (eBiosciences), CD144 (VE cadhérine)-biotine (Biolegend) et streptavidine-
FITC (BD Pharmingen). 
3.3 Modèles animaux
La séquence précise des évènements morphologiques et fonctionnels induits par une VDA, la 
combrétastatine A4-phosphate (CA4P) a été étudiée dans différents modèles de xénogreffes 
chez la souris. Ce travail a été réalisé avec l’aide de Fanny Billiot, technicienne du laboratoire 
de Recherche Translationnelle, et avec Olivia Bawa et le Pr Paule Opolon de l’unité UMR8121
ainsi que le Service Commun d’Expérimentation Animale (SCEA) de l’Institut Gustave Roussy.
3.3.1 Lignées tumorales et établissements de tumeurs sous-cutanées
Les lignées de cellules tumorales humaines utilisées étaient des lignées de prostate (PC-3, IGR 
Cap-Luc, et MDA PCA), de cancer de poumon (A549, H69), de neuroblastome (IGR-N91), et 
de carcinome de  rein à cellules claires (786-0). Des xénogreffes ont été établis chez des souris 
immunodéficientes athymiques swiss nudes nu/nu (élevage Institut Gustave Roussy) femelles ou 
males (pour les lignées de prostate) âgés de 6 à 8 semaines par une seule injection de 2,5 106
cellules en sous cutanée au niveau du flanc droit ou gauche. L’étude des différentes xénogreffes 
a permis de déterminer que la lignée humaine de prostate PC3 donnait des tumeurs très 
vascularisées et est de ce fait très sensible aux VDA. Le modèle murin de xénogreffe de PC3 a 
été le modèle privilégié pour caractériser les changements morphologiques et fonctionnels 
induits in situ par ce traitement. 
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La lignée syngénique de cancer pulmonaire Lewis Lung Carcinoma (LLC) a été utilisée pour 
l’établissement de tumeurs sous-cutanées chez des souris immunocompétentes. Pour ces greffes, 
5 106 cellules LLC ont été injectées en sous cutanée au niveau du flanc de souris C57Bl/6 
(Charles River, France) ou de souris C57Bl/6 chimériques  
3.3.2 Etablissement d’un modèle de souris chimérique au niveau médullaire
Afin de caractériser la fonctionnalité des CEP recrutées au niveau de la tumeur, nous avons 
ensuite établi un modèle de souris chimérique exprimant la « green fluorescent protein » (GFP) 
au niveau médullaire. Pour cela, des souris C57Bl/6 âgées de 6-8 semaines ont été irradiées 
létalement (950 rad) puis transplantées par injection au niveau de la veine caudale avec 107 
cellules médullaires GFP+ prélevées depuis les tibias et les fémurs de souris transgéniques 
C57Bl/6-Tg(ACTB-EGFP)1Obs/j. Quatre semaines après la transplantation, un prélèvement 
rétro-orbitaire a été réalisé pour détecter le nombre de cellules GFP+ en CMF et a montré que les 
souris présentaient un chimérisme sanguin de l’ordre de 75-80%. Après confirmation de la 
stabilité du chimérisme, les animaux ont été greffés avec la lignée syngénique LLC puis utilisés 
dans des expériences identiques avec injection de la CA4P associée ou non à un agent anti-
angiogénique. 
3.3.3 Analyse des tumeurs
3.3.3.1 Analyses histologiques
Après euthanasie des animaux, les tumeurs sous-cutanées ont été prélevées à différents temps 
expérimentaux pour des analyses histologiques et immunohistochimiques qui ont été réalisées 
avec l’aide d’Olivia Bawa et le Pr Paule Opolon, de l’unité UMR8121. Nous avons analysé la 
nécrose tumorale, la microdensité vasculaire et l’hypoxie tumorale sur de images de sections 
tumorales entières acquises sur un microscope Zeiss Axiophot (25X) et enregistrées avec un 
scanner Nikon SuperCoolscan 8000 ED équipé d’un porteur de lames FH-8G1 (Nikon, 
Champigny-sur-Marne, France). Les quantifications de nécrose, de microdensité vasculaire et de 
cellules tumorales hypoxiques (positive pour l’expression de CA-IX) ont été déterminées grâce 
à une procédure automatisée utilisant le logiciel d’analyse d’image PixCYT. Avant l’analyse, les 
régions d’intérêts ont été sélectionnées afin de n’inclure que le tissu tumoral et exclure du tissu 
non-tumoral ou des débris/artéfacts. La nécrose a été analysée après une coloration des sections 
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tumorales (4-6 µm) à l’hématoxyline et l’éosine (H&E) et quantifiée par un pathologiste 
expérimenté (P.O.) selon des critères morphologiques et exprimée comme un % de la surface de 
la section tumorale. Pour l’analyse de la microdensité vasculaire et de l’expression de CA-IX, 
les régions nécrotiques ont été exclues afin de ne considérer que la partie viable de la tumeur. La 
microdensité vasculaire a été mesurée comme la surface des vaisseaux marqués avec un 
anticorps rat anti-souris contre le CD34 (marqueur vasculaire) (1:20, Hycult Biotechnology) 
révélé par un anticorps secondaire de lapin anti-rat (1:400, Southern Biotech) et a été exprimée 
comme une fraction de surface (%) de la tumeur viable. L’hypoxie tumorale a été déterminée 
par le taux de CA-IX (visualisé avec un anticorps de rat dirigé contre le CA-IX (MN antigen, 
Slovak Academy of Sciences, Bratislava, Slovak Republic)) et exprimée comme un % de la 
surface tumorale viable. 
3.3.3.2 Analyses en immunofluorescence
L’étude de la fonctionnalité des CEP par la détection de cellules GFP+ intégrées dans des 
vaisseaux sanguins des tumeurs LLC et présentant des marqueurs membranaires endothéliaux a 
nécessité la mise au point de marquage en fluorescence sur coupe épaisse de tumeur afin de 
mettre en évidence avec précision la co-localisation des signaux GFP et du marquage par un 
anticorps anti-CD31 spécifique de l’endothélium. Ces mises au point ont été réalisées avec 
l’aide de Virginie Marty et du Dr Philippe Vielh (Module Histocytopathologie du Laboratoire de 
Recherche Translationnelle, IGR) et de Sophie Salomé-Desnoulez et du Dr Corinne Laplace-
Builhé du Service Commun de Cytométrie et d’Imagerie, IRCIV (IGR).  
Les tumeurs LLC ont été prélevées à partir des souris C57Bl/6 chimériques avant traitement, à 3
jours et à 6 jours après traitement par combrétastatine puis ont été congelées. Après une 
réhydratation avec du PBS pendant 30 min, des sections tumorales de LLC ont été incubées 
avec différents anticorps et visualisées avec un microscope confocal Leica TCS SPE (Leica, 
Germany) et un objectif sec 20X. Les images fluorescentes ont été collectées au travers de filtres 
spécifiques : DAPI (405 nm excitation), AlexaFluor 546 (532 nm excitation) pour le marquage 
CD31, Alexa fluor 633 (635 nm excitation) pour le marquage CD41, Alexa fluor 647 (635 nm 
excitation) pour le marquage CD11b et F4/80, et GFP (488 nm excitation) pour les cellules 
médullaires GFP+. Pour l’évaluation du nombre d’évènements GFP+ dans la tumeur et dans les 
vaisseaux tumoraux, des Z-stacks de 10 sections optiques consécutives (2-2.5 µm d’épaisseur)
ont été capturés (20X) grâce au logiciel confocal Leica avec des paramètres d’acquisition 
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identiques. La quantification des cellules GFP+ dans chaque Z-stack a été réalisé avec le logiciel 
ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/nih-image/). Dans un second temps, des cryosections épaisses 
(40-50 µm) de LLC ont été évalué pour la présence de cellules exprimant le marqueur myéloïde
CD11b, le marqueur macrophagique F4/80, et le marqueur plaquettaire CD41 parmi les cellules 
GFP+ d’origine médullaire infiltrant la tumeur et intégrant les vaisseaux tumoraux.
Des Z-stacks entiers de sections optiques consécutives (0.8-1µm par pas de section) de la totalité 
des cryosections épaisses (50µm) de LLC ont été capturés avec le logiciel Leica confocal, avec 
des programmes d’acquisition identique et une densité de pixel de 1024x1024. Le grossissement 
utilisé était de X20 et X63. Des projections en intensité maximale des images confocaux de Z-
stacks ont été réalisées grâce au logiciel ImageJ. Des reconstructions 3D de l’ensemble des Z-
stacks obtenus pour chaque cryosection ont été réalisées grâce au logiciel Imaris (Bitplane, 
Zurich, Suisse). Des animations des sections confocaux en 2D ont été réalisées en utilisant le 
logiciel Imaris. 
3.4 Mesure des facteurs plasmatiques de l’angiogénèse
Chez l’homme, les taux plasmatiques de VEGF et de sVEGFR2 (soluble VEGFR2) ont été 
déterminés grâce à des kits ELISA (R&D Systems, Mineapolis, MN) et selon les 
recommandations indiquées. Tous les échantillons de plasma des patients ont été analysés en 
duplicats. Les valeurs de densité optique étaient considérées comme significatives si celles-ci 
étaient au moins deux fois supérieures à la valeur du bruit de fond.
Chez la souris, les taux sériques de VEGF, MMP9 (matrix metallopeptidase 9), SDF-1 (stromal-
derived factor-1) et de G-CSF ont été déterminés avec des kits ELISA (R&D Systems) selon les 
recommandations indiquées. Etant donné que les recommandations sont d’utiliser le sérum pour 
les mesures de SDF-1 et de G-CSF, toutes les mesures de facteurs pro-angiogéniques ont été 
réalisées sur le sérum et non le plasma chez la souris. Les prélèvements sanguins ont été réalisés 
sur tube sec et centrifugés, puis le sérum a été aliquoté, congelé puis conservé à -70°C. Les taux 
de SDF-1 ont aussi été déterminés dans des échantillons de moelle osseuse. Pour cela, les 
fémurs et tibias ont été prélevés immédiatement après sacrifice de la souris aux différents temps 
de mesure, et la moelle a été purgée avec une aiguille (21G) montée d’une seringue dans 100 µl 
de milieu RPMI (Gibco, Paisley, UK) supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (Gibco). 
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La suspension de moelle osseuse a été centrifugée puis le surnageant a été congelé et conservé à 
-80°C. Les valeurs de densité optiques étaient considérées comme significatives si celles-ci 
étaient au moins deux fois supérieures à la valeur du bruit de fond. 
3.5 Drogues
Pour les modèles murins de xénogreffes, la combretastatin-A4 3-O phosphate (CA-4-P) a été 
fourni par Toroma Organics (Saarbruecken, Germany) et a été conservé à 4°C. La formulation a 
été reconstitué pour obtenir une concentration de 30 mg/mL dans du sérum physiologique 
(chlorure de sodium 0.9%) et a été administré comme une dose unique de 50 mg/kg ou 100
mg/kg en injection au niveau de la veine caudale. Les groupes contrôles ont reçu du sérum 
physiologique selon les mêmes modalités. Le SU11248/sunitinib malate a été fourni par Pfizer 
et gardé à température ambiante. La formulation a été resuspendue dans de la carboxy-
methylcellulose de sodium (0.5% poids/vol), du NaCl (1.8% poids/vol), du Tween 80 (0.4% 
poids/vol), et de l’isopropanole (0.9% poids/vol) pour obtenir une concentration de 12 mg/mL. 
Le sunitinib a été donné par voie orale à la dose de 40 mg/kg (100µL) une fois par jour avec des 
schémas d’administrations différentes. Les groupes contrôles ont reçu de la methylcellulose 
selon les mêmes modalités. Le DC101, un anticorps monoclonal de rat dirigé spécifiquement 
contre le VEGFR-2/flk-1 de souris, a été administré par voie intra-péritonéale (i.p.) à une 
concentration de 800µg/souris. Les traitements administrés étaient donné comme le CA-4-P, le 
sunitinib, ou le DC101, seul ou en association avec le sunitinib ou le DC101 et ce, 24 heures avant 
l’injection de CA-4-P ou avant le deuxième pic de CEP.
3.6 Analyses statistiques
Les valeurs de CEC et de CEP sont dans l’ensemble exprimées comme des valeurs médianes 
(±écarts-types). Les stratégies d’expression des résultats et les tests statistiques utilisés sont 




Article 1 : Clinical Cancer Research. 2009 July 15;15(14) :4561-71
High levels of circulating VEGFR2+ bone –marrow derived progenitor cells correlate with 
metastatic disease in patients with pediatric solid malignancies. 
Taylor M, Rössler J, Geoerger B, Laplanche A, Hartmann O, Vassal G, Farace F.
Nous avons mesuré les taux de CEC et CEP chez 45 enfants et adolescents atteints de tumeurs 
solides pédiatriques localisées (n=23) ou métastatiques (n=22) avant tout traitement, ainsi que 
chez 20 sujets sains d’une population pédiatrique afin de déterminer si ces cellules pouvaient 
être de potentiels biomarqueurs de l’angiogénèse tumorale dans ce type de tumeur (28). Les taux 
de CEC et CEP chez les patients ont été analysés ainsi que les taux de protéines plasmatiques 
pro-angiogéniques, le VEGF et le sVEGFR2. 
Contrairement aux tumeurs adultes, les tumeurs pédiatriques évaluées dans cette cohorte 
n’étaient pas associées à des taux élevés de CEC. La valeur médiane des CEC mesurée chez les 
45 enfants présentant une tumeur solide était de 7 CEC/ ml (range, 0-152/ml) et n’était pas 
significativement différente de celle des sujets sains et de 7,5 CEC/ ml (range, 0-56/ml) 
(p<0,71) (Figure 9). Nous n’avons pas observé de différence entre les taux de CEC et le stade 
localisée ou métastatique de la maladie : 7 CEC/ ml (range, 0-52/ml) versus 7,5 CEC/ml (range, 
0-152/ml), respectivement (p<0,26). Les taux de CEC n’étaient pas corrélés au sexe ni à l’âge 
des patients (coefficient de corrélation, 0,015; p<0,91).
Figure 9. Taux de CEC et de CEP (identifiées par le phénotype CD45dimCD34+VEGFR2+7AAD-) mesurés chez 45 
patients ayant une tumeur solide pédiatrique localisée (n=23) ou métastatique  (n=22) ainsi que chez 20 sujets sains.
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Nous avons analysé le taux d’expression membranaire de VEGFR2 parmi les fractions CD45-
CD34+7AAD- et CD45dimCD34+7AAD- de progéniteurs circulants chez les patients et les sujets 
sains. La fraction CD45-CD34+VEGFR2+7AAD- était indétectable (<0,003% des progéniteurs 
CD34+ circulants) dans ces deux groupes. En revanche, la valeur médiane de la fraction 
CD45dimCD34+VEGFR2+7AAD- représentait 0,3% (range, 0-1.6%) et 1,5% (range, 0-32,5%) 
des progéniteurs CD34+ circulants parmi les sujets sains et les patients avec une tumeur solide 
pédiatrique, respectivement. De plus, nous avons observé que cette population de CEP, de 
phénotype CD45dimCD34+VEGFR2+7AAD-, était significativement plus exprimée chez les 
patients par rapport aux sujets sains (p<0.0001) (Figure 9). Les valeurs de CEP étaient aussi 
significativement plus élevées dans le groupe de patients avec une maladie métastatique que 
dans le groupe de patient avec une maladie localisée : valeurs médianes 2.9% (range, 0,6-
10,3%) versus 0.7% (range, 0-8,6%) des cellules CD34+ totales, respectivement (p<0.001) 
(Figure 9). La différence entre les valeurs de CEP observées chez les patients ayant une maladie 
métastatique et ceux avec une maladie localisée restait significative lorsque ces valeurs étaient 
exprimées en valeur absolue : 50 cellules/ml (range, 4-89/ml) versus 8 cellules (range, 0-
135/ml), respectivement (p<0,007). Aucune corrélation entre les taux de progéniteurs CD34+
totales et le stade de la maladie n’a été observée. Enfin, les taux plasmatiques médians de VEGF 
et sVEGFR2 mesurés chez les 45 patients étaient de 52 ng/ml (range, 0-988) et de 9817 ng/ml 
(range, 6601-21113), respectivement. Ces taux n’étaient pas corrélés avec le stade de la maladie 
ou les taux de CEC ou de CEP. 
Seules les valeurs de CEP corrélaient fortement avec le statut de la maladie alors qu’aucune 
corrélation n’était observée avec les taux de CEC, de VEGF ou de VEGFR2. Etant donné que 
l’identification de l’incorporation de CEP est difficile à mettre en place d’un point de vue 
technique chez l’homme, nous n’avons pas pu affirmer l’existence d’une incorporation des CEP 
dans le néo-endothélium des métastases. Néanmoins, la corrélation entre les taux de CEP avec la 
sévérité de la maladie, et ce malgré la diversité des types de tumeurs explorées, suggérait que la 
vasculogénèse pouvait être en effet un mécanisme important de la vascularisation des tumeurs 
pédiatriques, plus particulièrement dans la maladie métastatique. 
Ce premier travail a été à la source d’une réflexion générale sur l’intérêt des stratégies anti-
angiogéniques dans les tumeurs pédiatriques, en particulier dans le neuroblastome. Les quatre 













Article 2 : British Journal of Cancer. 2011 Mar 29;104(7):1144-50.
Levels of circulating CD45dimCD34+VEGFR2+ progenitor cells correlate with outcome in 
metastatic renal cell carcinoma patients treated with tyrosine kinase inhibitors.
Farace F, Gross-Goupil M, Tournay E, Taylor M, Vimond N, Jacques N, Billiot F, Mauguen A,
Hill C, Escudier B.
Nous avons mesuré de façon prospective les CEC et CEP chez 55 patients atteints de cancers du 
rein métastatique (mRCC) traités à l’Institut Gustave Roussy par des inhibiteurs de tyrosine 
kinase (sunitinib, n=46 patients, et sorafenib, n=9 patients) afin de déterminer si ces cellules 
pouvaient être de potentiels biomarqueurs des traitements anti-angiogéniques ciblant la voie du 
VEGF (29). Les CEC et CEP étaient mesurés avant traitement (J1) et à J14 du traitement en 
parallèle à des protéines plasmatiques pro-angiogéniques comme le VEGF, le sVEGFR2, le
SDF-1 et endothéliales comme le sVCAM-1. Nous avons étudié s’il existait des corrélations 
entre les taux de CEC, CEP, les protéines plasmatiques à J1 ainsi que leurs modifications entre 
J1 et J14 et la réponse clinique au traitement, la survie sans progression (SSP) et la survie 
globale (SG).
Aucun patient n’a présenté une réponse complète au traitement anti-angiogénique; une réponse 
partielle était observée dans 19% des cas (n=10 patients), une stabilisation de la maladie dans 
53% des cas (n=28 patients) et une progression de la maladie dans 28% des cas (n=15 patients). 
Les valeurs médianes de SSP et de SG étaient de 6 mois et 21 mois, respectivement. Les taux de 
CEC avaient une valeur médiane prétraitement de 13/ml (range, 0-119/ml) et n’étaient pas 
modifiés par le traitement. La valeur médiane de CEP prétraitement était de 0,5% des 
progéniteurs CD34+ totales (range, 0-24,3%) et bien que nous ayons observé une tendance à 
l’augmentation des taux de CEP à J14 de traitement, celle-ci n’était pas significative (p=0.08). 
Aucune corrélation n’a été observée entre les taux prétraitement de CEC et des protéines 
plasmatiques (VEGF, sVEGFR2, SDF-1, sVCAM-1) et la réponse au traitement. De même, 
aucune corrélation n’a été observée avec la SSP et la SG. Seuls les taux de CEP prétraitement 
étaient associés de façon significative à la SSP (p=0,01) et à la SG (p=0,006) (Figure 10).

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Figure 10. Courbes Kaplan-Meier de survie sans progression (A) et de survie globale (B) en fonction des taux de 
CEP (définis par le phénotype CD45dimCD34+ VEGFR2+ mesurés avant traitement chez des patients atteints de 
cancer du rein métastatique traités par agents anti-angiogéniques.
Nous n’avons pas observé de corrélation entre les variations des taux de CEC entre J1-J14, les 
taux de sVEGFR2 et de sVCAM-1 et la réponse au traitement. En revanche, les modifications 
des taux de CEP entre J1 et J14 étaient associées à la SSP (p=0,03). Les patients avec un taux de 
CEP stable ou augmenté entre J1 et J14 avaient un risque de progression significativement plus 
bas que ceux ayant un taux de CEP qui diminuait pendant cette intervalle (HR=0,3 et 0,5 
respectivement, p=0,03). Les variations de taux de SDF-1 étaient corrélées à la SSP et la SG 
(p=0,002 et p=0,007, respectivement) (Figure 11). Aussi, les changements de VEGF entre J1 et 
J14 étaient associés à la SG (p=0.02) (Figure 12). Comme attendu avec ce type de traitement, les 
niveaux de sVEGR2 ont fortement chuté sous traitement mais ils n’étaient pas corrélés à la 
réponse au traitement, ni à la SSP ou la SG. 
Figure 11. Courbes Kaplan-Meier de survie sans progression (A) et de survie globale (B) en fonction des 
modifications des taux plasmatiques de SDF-1 mesurés entre J1 et J14 chez des patients atteints de cancer du rein 
métastatique traités par agents anti-angiogéniques.
 
Figure 12. Courbes Kaplan-Meier de survie globale en fonction des modifications des taux plasmatiques de VEGF 
mesurés entre J1 et J14 chez des patients atteints de cancer du rein métastatique traités par agents anti-
angiogéniques.
Nous avons donc observé qu’un taux élevé de CEP est le seul marqueur avant traitement corrélé 
à la SSP et la SG, ce qui suggère que les taux de CEP pourraient être des biomarqueurs 
prédictifs permettant de discriminer des patients avec une évolution défavorable lors d’un 
traitement par inhibiteurs de tyrosine kinase. Cependant, dans cette étude, l’absence de bras 
contrôle ne permettait pas de déterminer la valeur prédictive des CEP. Les patients présentant un 
taux stable ou augmenté de CEP pendant le traitement avaient un risque significativement plus 
bas de progression mais l’association entre les variations des taux de CEP et la SG n’a pas 
atteint la significativité statistique (p=0.07). Les modifications induites par le traitement des 
niveaux des deux protéines clés, le VEGF et le SDF-1 qui contrôlent la mobilisation des CEP, 
étaient corrélées à la survie des patients. Nous pouvons donc émettre l’hypothèse que ces 
modifications de CEP, VEGF, et SDF-1 pourraient être induites par l’hypoxie générée par la 
régression vasculaire durant le traitement anti-angiogénique et être donc la manifestation d’un 
mécanisme de résistance à ce type de traitement. 










Article 3 : European Journal of Cancer. 2012 Jun;48(9):1354-62.
Prognostic value of circulating VEGFR2+ bone marrow-derived progenitor cells in 
patients with advanced cancer.
Massard C, Borget I, Le Deley MC, Taylor M, Gomez-Roca C, Soria JC, Farace F.
Nous avons émis l’hypothèse que les CEC et CEP pourraient être chez des patients atteints de 
cancers avancés résistants aux traitements conventionnels, une caractéristique biologique 
commune capable de refléter l’agressivité de la tumeur ou la résistance aux traitements, et de ce 
fait être un facteur pronostique potentiellement utile à la décision clinique dans le contexte des 
essais thérapeutiques précoces (30). Pour tester cette hypothèse, nous avons étudié la corrélation 
entre les taux prétraitement de CEC et CEP, les facteurs cliniques et biologiques usuels ainsi que 
le score pronostique RMH (« Royal Marsden Hospital »)(193), et la SG chez 71 patients inclus 
dans quatre études de phase I testant de nouveaux agents anti-angiogéniques et anti-vasculaires. 
Pour les 71 patients évalués, la valeur médiane de CEC était de 12 CEC/ml (range, 0-154/ml). 
Nous avons analysé le taux d’expression membranaire de VEGFR2 parmi les fractions CD45-
CD34+7AAD- et CD45dimCD34+7AAD- de progéniteurs circulants chez 58 patients. Alors que la 
fraction CD45-CD34+VEGFR2+7AAD- était indétectable (<0,005% des progéniteurs CD34+
circulants), la valeur médiane de la fraction CD45dimCD34+VEGFR2+7AAD- (identifiée comme 
des CEP) représentait 1,3% (range, 0-32,5%) des progéniteurs CD34+ totaux circulants. En 
analyse uni-variée, il n’y avait pas de corrélation entre les taux de CEC et de progéniteurs 
CD45dimCD34+VEGFR2+7AAD- et le nombre de sites métastatiques ou le score RMH. Les 
valeurs médianes de survie sans progression (SSP) et de survie globale (SG) étaient de 2,7 mois 
(IC 95%, 2-3,9 mois) et de 10 mois (IC 95%, 7,6-13,3 mois), respectivement. Nous n’avons pas 
observé de corrélation entre les taux de CEC ou de CEP et la SSP dans notre cohorte. De même, 
aucune corrélation n’a été observée entre les taux de CEC et la SG.
En revanche, la SG était significativement plus courte chez les patients présentant un taux élevé 
de CEP (>1% des progéniteurs CD34+ circulants), et était de 9 mois versus 17 mois (p=0,03). 
Elle était aussi significativement plus courte chez les patients avec un score RMH supérieur à 0
(9 mois versus 24,2 mois, p=0,02). En analyse multi-variée, la valeur pronostique du taux de 
CEP prétraitement restait significative (p=0.02) et non celle du RMH (Figure 13).
 
Figure 13. Courbe Kaplan-Meier de survie globale en fonction des taux de CEP (définis par le phénotype 
CD45dimCD34+VEGFR2+7AAD-) mesurés avant traitement chez 58 patients atteints de cancers avancés.
Nous avons développé un score composite combinant le score RMH avec les taux de CEP 
mesurés chez les patients, et calculé par l’ajout d’un point lorsque le taux de CEP était > à 1%. 
Le score composite était égal au score RMH si le taux de CEP était < à 1%. La SG était 
significativement diminuée chez les patients présentant un score combiné « taux de CEP/RMH »
jSDUUDSSRUWjFHX[SUpVHQWDQWXQVFRUHFRmbiné égal à 0 ou 1 : survie médiane de 9 mois 
versus 18,4 mois, respectivement (HR=2.6 (IC 95%, 1,2-5,8, p=0,02)) (Figure 14).
Figure 14. Courbe Kaplan-Meier de survie globale en fonction du score composite associant le taux de CEP et le 
score RMH chez 58 patients atteints de cancers avancés.

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Ces résultats suggéraient donc que de forts taux de CEP, mobilisés en réponse à des processus 
hypoxiques, pourraient constituer un marqueur général d’agressivité tumorale chez des patients 
ayant un cancer avancé. De ce fait, les CEP pourraient constituer un marqueur pronostique dont 
l’utilité ne se cantonnerait pas aux agents anti-angiogéniques ou anti-vasculaires. Dans cette 
étude, l’association entre le taux de CEP et la survie globale indépendamment du type de 
traitement (anti-angiogénique ou anti-vasculaire) suggère que ces cellules pourraient constituer 
un marqueur pronostique plutôt que prédictif. Dans le contexte des essais thérapeutiques 
précoces, les CEP pourraient apporter une information complémentaire aux paramètres cliniques 
et biologiques et une aide précieuse à la sélection des patients susceptibles de retirer (ou non) un 












Article 4 : Cancer Discovery 2012 May;2(5):434-49.
Reversing resistance to vascular-disrupting agents by blocking late mobilization of 
circulating endothelial progenitor cells.
Taylor M, Billiot F, Marty V, Rouffiac V, Cohen P, Tournay E, Opolon P, Louache F, Vassal 
G, Laplace-Builhé C, Vielh P, Soria JC, Farace F.
Dans un travail antérieur réalisé dans le laboratoire (98), la cinétique des CEP observés chez des
patients traités en phase I par un VDA, l’ombrabuline, est apparue d’emblée très différente de 
celle rapportée chez la souris par Shaked et al. (76) (présentée page 21-22). En effet, ces auteurs 
montraient chez la souris une mobilisation immédiate de CEP, 2 à 4 heures après l’injection du 
VDA alors que l’équipe de Françoise Farace avaient observé chez les patients une mobilisation 
de CEP plus tardive, 4 à 7 jours après le traitement par ombrabuline (98). De plus, cette 
mobilisation immédiate décrite par Shaked et al. (76) nous semblait peu cohérente avec un 
véritable processus de différentiation et recrutement de CEP en réponse à la lésion vasculaire 
induite par le VDA. Nous avons donc décidé d’étudier dans des modèles murins la chronologie 
des évènements cellulaires et moléculaires induits par la drogue dans la tumeur, et en parallèle 
celle de CEC et CEP dans le sang (31).
Nous avons tout d’abord sélectionné un modèle de xénogreffe tumorale (lignée prostatique 
humaine PC3) qui présentait une microdensité vasculaire élevée, de ce fait probablement une 
grande sensibilité au traitement par VDA, et pratiquement aucune nécrose spontanée. Dès 4h 
après l’injection du VDA, (100 mg/kg de combrétastatine), les tumeurs PC3 présentaient une 
importante nécrose intra-tumorale (médiane 73% versus 4%, p<0,001) qui culminait à 24h, se 
maintenait jusqu’à 120h et était associée dès 4h à une réduction importante de la microdensité 
vasculaire (0,7% versus 3,7%, p<0,03). L’expression dans la tumeur de CAIX, protéine de 
l’hypoxie en aval de HIF-Į pWDLWPD[LPDOH j K HW FRQFRPLWDQWH DX SOXV IDLEOH QLYHDX GH
microdensité vasculaire (Figure 15).
 
Figure 15. Taux de nécrose (A), de microdensité vasculaire (B) et d’expression de CA-IX (marqueur d’hypoxie) 
(C) mesurés dans des xénogreffes de PC3 à différents temps (0-120 h) après injection i.v. de 100 mg/kg de 
combrétastatine (CA-4-P). Images histologiques en H&E représentatives (D) de sections tumorales montrant 
l’étendue de la nécrose intra tumorale au cours du temps. 
Lorsque nous avons étudié avec précision la cinétique des CEC et CEP, nous avons observé un 
pic bref de CEC à 4h présent exclusivement chez les animaux porteurs de tumeurs et qui était 
cohérent avec les changements histologiques observés. L’injection de VDA induisait aussi un 
pic de CEP à 2h et 4h, présent à la fois dans les animaux porteurs de tumeurs et les animaux 
sains comme rapporté par Shaked et al. (76) et qui était antérieur à celui des CEC. La 
chronologie des évènements dans la tumeur et dans le sang suggérait donc que ce pic précoce de 
CEP observable dès 2h, et donc avant l’apparition des CEC et la survenue des stigmates de la 
lésion vasculaire dans la tumeur mesurés par la nécrose et la microdensité vasculaire, ne pouvait 
pas refléter un processus de réparation vasculaire spécifique mais vraisemblablement une 
réponse systémique et immédiate de l’hôte à l’injection de la combrétastatine. Nous avons donc 
émis l’hypothèse qu’un pic de CEP devait être mobilisé plus tardivement dans un processus 
spécifique de réparation vasculaire. Des prélèvements successifs ont effectivement permis de 
vérifier cette hypothèse en mettant en évidence un pic tardif (à 96h) de CEP deux fois plus 
important que le pic initial qui était spécifique des animaux porteurs de tumeurs (Figure 16). 
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Nous avons ensuite confirmé l’existence de ces deux pics de CEP dans un autre modèle tumoral 
(H69) et montré que leur intensité dépendait de la dose de VDA injectée.
Figure 16. Cinétique des taux de CEC et CEP chez des souris nude porteuses de xénogreffes PC3 prélevées à 
différents temps après traitement par la combrétastatine (CA-4-P, 100mg/kg). (A-C) Taux de CEC mesurés chez 
des souris (n=6-8 par temps dans chaque groupe) à des temps allant de 0 à 24h après traitement par le CA-4-P (A) 
chez des souris porteuses de tumeur, (B) chez des souris non porteuses de tumeur, et (C) après traitement par le 
tampon de reconstitution de la drogue chez des souris porteuses de tumeur. (D-F) Dans des expériences séparées,
les taux de CEP ont été mesurés dans des souris (n=8-10 par temps dans chaque groupe) à des temps allant de 0 à 
144h après traitement avec le CA-4-P chez (D) des souris porteuses de tumeur, (E) des souris non porteuses de 
tumeur, et (F) dans un groupe contrôle de souris porteuses de tumeur recevant le tampon de reconstitution de la 
drogue. Les résultats sont exprimés en moyenne±SD. La signification des tests est représentée par * (0,05>p>0,01), 
** (0,01 p!RXS0,001).
Afin d’étudier les facteurs de croissance pouvant être impliqués dans la mobilisation des CEP 
après traitement par VDA, nous avons mesuré les taux sériques de G-CSF, MMP9 et SDF-1Į
ainsi que les taux de SDF-1 médullaire à différents temps après traitement avec 100 mg/kg de 
CA-4-P chez des souris porteuses de tumeur et des souris non porteuses de tumeur. Nous avons 
observé que les taux de G-CSF et de MMP9 sériques ainsi que les taux médullaires de SDF-1Į
présentaient une cinétique similaire à celle des CEP avec deux pics distincts survenant à 2-4h et 
à 72-96h après traitement et exclusivement chez les souris porteuses de tumeur (Figure 17). 

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Figure 17. Taux sériques de G-CSF (A), de MMP9 (B) et de SDF-Į & HW WDX[ PpGXOODLUHs de SDF-Į '
mesurés à différents temps après traitement avec 100 mg/kg de CA-4-P chez des souris porteuses de tumeur et des 
souris non porteuses de tumeur (n=4-6 souris par temps dans chaque groupe). Les résultats sont exprimés en 
moyenne±SD et par rapport aux valeurs avant traitement (baseline). La signification des tests est représentée par * 
!S!S!RXS
Compte tenu des discordances dans la littérature autour du phénotype désignant de « potentiels »
CEP déjà abordé dans ce travail, nous avons entrepris de multiples marquages en CMF 5 et 6 
couleurs pour mieux caractériser la population identifiée comme des CEP. Ces expériences ont 
permis de montrer premièrement que les cellules CD45- /dimCD117+Sca1+Flk-1+DAPI-
identifiées comme des CEP exprimaient le CD34 (spécifique du phénotype des progéniteurs) et 
la VE-cadhérine (spécifique du phénotype endothéliale). Deuxièmement, nous avons comparé 
notre stratégie d’identification des CEP basée sur la sélection d’une population exprimant le 
CD45- /dim avec une stratégie différente qui consiste à détecter des populations n’exprimant pas 
le marqueur de Lineage (Lin). Cette stratégie « Lin- » permettait de sursoir aux débats autour de 
l’identification des CEP basée sur le marqueur CD45. En utilisant un « dump-channel » pour les 
populations Lin(+) à la place du marqueur CD45, nous avons montré que le nombre de CEP 
identifiées par notre stratégie était semblable au nombre d’évènements Lin- CD117+Sca1+Flk-
1+DAPI- détectés. Enfin, nous avons démontré que la fraction viable de cellules CD45-
/dimCD117+DAPI- n’exprimait pas des marqueurs myéloïdes ou monocytaires, à savoir le Gr-1, 
le CD11b ou le CD14.
Nous avons ensuite mis au point des expériences d’association de la combrétastatine avec le 
sunitinib, un agent anti-angiogénique pouvant cibler le VEGFR-2 porté par les CEP, dans le 
 
même modèle de xénogreffe PC3. Alors que le sunitinib n’avait aucun effet sur le premier pic 
(immédiat et possiblement non-spécifique) de CEP, nous avons observé que le sunitinib pouvait 
bloquer de façon très significative le second pic de CEP, et que ceci était associé à une 
augmentation très importante de l’activité anti-tumorale du VDA et à un contrôle prolongé de la 
croissance tumorale. Par ces expériences, nous avons pu ainsi déterminer que le schéma 
thérapeutique optimal d’association d’un agent anti-angiogénique avec le VDA consistait à 
administrer le sunitinib après le VDA, probablement grâce à un effet inhibiteur ciblé sur le 
second pic de CEP (Figure 18). 
Figure 18. Le blocage du second pic de CEP par le sunitinib est associé à un contrôle prolongé de la croissance 
tumorale. Des souris nude (n=6-8) porteuses de xénogreffes PC3 ont été traités avec le sunitinib (40 mg/kg) seul 
pendant 4 jours (SU), le CA-4-P (100 mg/kg) seul ou combiné au sunitinib pendant 4 jours avant (SU(4d)+CA-4-P) 
ou après l’injection de CA-4-P (CA-4-P+SU(4d)). (A) Mesure des CEP à 4h et 96h après l’injection de CA-4-P
(n=5 souris par groupe) et après le début du sunitinib dans le groupe SU. (B) La progression tumorale a été évaluée 
chez des souris (n=5 par groupe) non traitées, traitées par le sunitinib (40 mg/kg/j), le CA-4-P (100 mg/kg) seul ou 
combiné au sunitinib (40 mg/kg/j) administré après le CA-4-P. Les résultats sont exprimés en moyenne±SD. La 
VLJQLILFDWLRQGHVWHVWVHVWUHSUpVHQWpHSDU!S!S!RXS
Dans le but de caractériser le rôle fonctionnel des CEP, nous avons mis au point un modèle de 
souris chimérique exprimant la GFP au niveau médullaire et réalisé de nouvelles expériences de 
blocage avec 2 agents anti-angiogéniques, le sunitinib et l’anticorps rat anti-souris dirigé contre 
le VEGFR-2, le DC101, en association avec la combrétastatine. Lorsque les agents anti-
angiogéniques étaient administrés 24h avant chacun des pics de CEP induits par le VDA, nous 
avons observé que les deux agents étaient capables de bloquer de manière spécifique le second 
pic de CEP et non le premier. L’analyse des tumeurs traitées par combrétastatine seule a montré 
 
que le nombre de cellules pro-angiogéniques GFP+ totales était doublé 3 jours après le premier 
pic alors qu’il était multiplié par 8 avec une infiltration massive de cellules GFP+ 3 jours après le 
second pic de CEP détecté dans le sang. A la différence des données publiées par Shaked et al.
(76), l’analyse de la co-localisation des signaux GFP+ et CD31+ (marqueur des vaisseaux) a
montré que le nombre de cellules GFP+ par vaisseau n’était pas très différent entre les tumeurs 
non traitées et les tumeurs prélevées 3 jours après le premier pic de CEP. En revanche, le 
nombre de cellules GFP+ par vaisseau était significativement supérieur à jour 6 (soit 3 jours 
après le second pic) avec une incorporation luminale des cellules GFP+ dans les vaisseaux 
tumoraux (Figure 19).
Figure 19. Des souris C57Bl/6 transplantées avec des cellules médullaires GFP+ et porteuses de tumeurs LLC ont 
été traitées avec le CA-4-P, DC101, sunitinib (SU) ou l’association des drogues comme indiqué ci-dessus (n=5-13
souris à chaque temps par groupe). Les CEP ont été mesurées à 4h ou 72h selon les traitements indiquées (A). Trois 
jours après les pics de CEP à 4h ou 72h, les tumeurs ont été réséquées et des coupes préparées pour déterminer le 
nombre de cellules GFP+ dans les tumeurs (B) et par vaisseau tumoral (C). Les résultats sont exprimés en 
moyenne±SD. La signification des tests est représentée par * (0,05>p>0,01), ** (0,01 S!RXS
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Afin d’apporter un niveau de preuve supplémentaire sur l’incorporation des cellules GFP+ dans 
les vaisseaux des tumeurs traitées par VDA, nous avons réalisé des analyses en 
immunofluorescence sur des cryosections épaisses de tumeurs permettant de visualiser avec 
précision le recrutement intraluminal et donc fonctionnel des cellules GFP+ aux parois des 
vaisseaux lésés (Figure 20). Des expériences de co-marquage ont permis de démontrer que ces 
cellules GFP+ d’origine médullaire infiltrant les tumeurs 6 jours après le traitement par 
combrétastatine n’exprimaient pas des marqueurs de macrophages (F4/80), ni de cellules 
myéloïdes (CD11b) et n’étaient pas des plaquettes (marquées en CD41). 
Figure 20. Image en fluorescence de cellules GFP+ d’origine médullaires co-localisées dans des vaisseaux 
tumoraux d’une tumeur LLC 6 jours après traitement par le CA-4-P. L’image représente une projection d’intensité 
maximale de z-stacks entiers d’images confocales obtenues à partir d’une section tumorale épaisse de 40-50µm. La 
flèche blanche indique le noyau d’une cellule GFP+ d’origine médullaire exprimant le marqueur endothélial CD31 
et incorporée à la lumière d’un vaisseau. La ligne d’échelle est de 20 µm.
Les expériences d’association du VDA avec un agent anti-angiogénique ciblé contre le VEGFR-
2 porté par les CEP ont montré que seul le blocage du second pic permettait de réduire 
l’infiltration tumorale en cellules GFP+ et leur recrutement dans les vaisseaux tumoraux. Ces 
résultats montraient pour la première fois l’existence d’une vague tardive de CEP, 
exclusivement présente chez des animaux porteurs de tumeurs, qui pourraient être de véritables 
effecteurs du processus de réparation vasculaire et de reprise tumorale. Nos résultats indiquaient 
aussi que ces deux vagues de CEP pourraient être contrôlées par des mécanismes moléculaires 
différents : le premier pic pourrait correspondre à un efflux passif de CEP déjà présents dans le 
compartiment médullaire qui pourrait être la conséquence d’un effet direct du VDA sur les 
vaisseaux médullaires, le second pic pouvant résulter de la différenciation et maturation de CEP 
spécifiquement activés par une cascade de chémokine VEGF-dépendante, elle-même déclenchée 
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par l’hypoxie intense occasionnée par la lésion vasculaire. Bien que le niveau de CEP présents 
dans les tumeurs non traités soit faible, nos résultats montrent aussi qu’en réponse à l’ischémie 
aigüe occasionnée par la lésion vasculaire dans le modèle très particulier des VDA, des CEP ont 
véritablement la capacité de s’incorporer dans la lumière des vaisseaux et de contribuer 
physiquement à leur formation. Enfin, ces données précliniques de pic précoces de CEC et de 
vague tardive de CEP après administration de VDA ont été confirmées chez l’homme dans un 
groupe de patients ayant un cancer et traités par un VDA dans le cadre d’une étude de phase I
(Figure 21).
Figure 21. Cinétique des CEC (A, B) et des CEP (C, D) chez des patients ayant un cancer avancé et traités par un 
VDA, l’ombrabuline, dans le cadre d’essais de phase I. Les valeurs médianes sont représentées par des barres 
horizontales. Les taux CEC mesurés chez 19 patients présentaient un pic significatif à 10h après l’injection du 
VDA. La cinétique des CEP mesurés chez 9 patients montrait une mobilisation tardive, entre 4 et 7 jours après 
administration du VDA.




























5. DISCUSSION ET CONCLUSION
Nous pouvons tirer plusieurs conclusions des travaux présentés ici. Tout d’abord, ces études ont 
montré que notre approche en CMF pour la détection des CEC présentait un niveau de 
sensibilité suffisant pour mesurer ces cellules chez des patients atteints de différents types de 
cancers (101, 105). Nous avons constaté que l’utilité clinique des CEC pourrait fortement 
dépendre du type de cancer étudié. Dans les tumeurs pédiatriques, les taux de CEC mesurés chez 
les patients ne différaient pas de manière significative avec ceux mesurés dans la population
pédiatrique de sujets sains. Compte tenu de la taille limitée de la cohorte étudiée, nous n’avons 
pas pu déterminer s’il existait une corrélation entre le taux de CEC et l’existence d’une maladie 
métastatique et si le taux de CEC pouvait refléter un remodelage et un « turnover » de 
l’endothélium tumoral et être la caractéristique d’une tumeur pourvue d’une forte activité 
angiogénique (28). Dans le cancer du rein métastatique et dans les tumeurs très avancées, les 
CEC semblaient avoir aussi un moindre intérêt prédictif ou pronostique que les CEP (29). En 
revanche, d’autres travaux réalisés dans le laboratoire dans le cancer du rein métastatique ont 
permis dans de plus grandes cohortes de patients adultes de corréler le taux de CEC avec une 
évolution défavorable et sans bénéfice d’un traitement standard associant la chimiothérapie au 
bevacizumab (150), laissant supposer que les taux élevés de CEC étaient la manifestation d’une 
tumeur à forte activité pro-angiogénique, ayant activé des voies alternes de néoangiogénèse, et 
que le blocage de l’angiogénèse en ciblant uniquement la voie du VEGF pourrait ne pas avoir 
une efficacité suffisante chez les patients présentant un taux prétraitement de CEC élevé. Ainsi, 
bien que les CEC soient en nombre plus élevé que chez les sujets sains dans la plupart des 
tumeurs solides métastatiques, elles ne pourraient être un véritable marqueur d’agressivité 
biologique ou de néoangiogénèse tumorale que dans certains cancers comme le cancer du côlon
en relation avec des caractéristiques intrinsèques, mécanismes de vascularisation et profil de 
cytokines angiogéniques particuliers à cette tumeur. 
Inversement, nos résultats montrent que les CEP pourraient être des biomarqueurs de 
l’angiogénèse tumorale et plus particulièrement de maladie métastatique dans les tumeurs 
pédiatriques. Depuis notre publication (28), seulement deux autres études se sont penchées sur 
l’évaluation des cellules circulantes dans les tumeurs pédiatriques. La première a évalué les taux 
de CEC et CEP chez 18 patients jeunes ayant un ostéosarcome et 7 sujets sains (194), mais la 
stratégie de mesure des CEC et CEP en CMF utilisée et semblable à celle publiée par l’équipe 
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italienne et controversée (110, 114), nous incite à ne pas prendre en compte leurs résultats. La 
deuxième étude de Pradhan et al. a évalué différentes populations circulantes de cellules 
endothéliales et de progéniteurs hématopoïétiques et endothéliaux pro-angiogéniques CD45dim
CD34+ CD31+ chez 19 patients ayant une tumeur solide pédiatrique avant traitement et chez 24
sujets sains (195). Même si la stratégie de détection et l’immunophénotype des cellules décrites 
comme étant des progéniteurs pro-angiogéniques dans ce travail diffèrent de notre population 
identifiée comme des CEP, il est intéressant de noter que les auteurs ont observé des taux élevés
de progéniteurs hématopoïétiques pro-angiogéniques CD45dimCD34+CD31+CD133+ chez les 
patients par rapport à ceux mesurés chez les volontaires sains (195). L’analyse des taux de ces 
populations n’a pas été faite en fonction du stade de la maladie. Cependant, Pradhan et al.
rapportent une augmentation des taux de progéniteurs hématopoïétiques pro-angiogéniques et de 
progéniteurs endothéliaux (identifiés comme des ECFC dans ce travail) après un cycle de 
chimiothérapie. Corroborant nos propres résultats, les auteurs concluent que les progéniteurs 
hématopoïétiques et endothéliaux pro-angiogéniques pourraient être des biomarqueurs 
pertinents dans les tumeurs pédiatriques (195). Le caractère très vascularisé des tumeurs 
pédiatriques est bien connu et est corrélé au mauvais pronostic dans certains types de tumeurs 
comme le neuroblastome (35). Nos données suggèrent que la vasculogénèse pourrait être un 
mécanisme d’angiogénèse tumorale particulièrement important dans ces pathologies et que le 
ciblage des CEP avec des traitements anti-angiogéniques pourraient être une stratégie anti-
tumorale prometteuse dans les tumeurs pédiatriques (35).
Nos résultats montrent, de plus, que les CEP pourraient avoir une valeur pronostique et/ou 
prédictive de l’efficacité d’un traitement anti-angiogénique dans plusieurs types de cancers 
métastatiques. Dans le cancer du rein métastatique, de fortes mobilisations de CEP avant 
traitement anti-angiogénique étaient associées à une SSP et SG défavorables, suggérant que la 
mesure de ces cellules pourrait être utilisée pour identifier des sous-groupes de patients 
susceptibles de ne pas bénéficier de ce traitement (29). Dans cette étude, nous pouvons 
remarquer que le taux de CEP était, parmi les différents biomarqueurs de l’angiogénèse testés, 
l’unique paramètre corrélé avant traitement à une évolution clinique défavorable. Dans notre 
cohorte de patients traités en phase I par différents agents anti-angiogéniques ou anti-
vasculaires, des niveaux élevés de CEP avant traitement étaient associés à un risque plus élevé 
de décès quelque soit le type de tumeur et les traitements antérieurs (30). En phase avec les 
travaux chez la souris montrant le rôle « catalytique » des CEP dans le développement de 
métastases (24), nos données suggèrent que chez certains patients atteints de cancers 
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pédiatriques, de cancer du rein ou de cancers avancés, des niveaux élevés de CEP mobilisés par 
de processus orchestrés par l’hypoxie tumorale, pourraient être un marqueur de l’agressivité 
tumorale et avoir une valeur pronostique. Nos résultats chez les patients de phase I traités par 
des drogues exerçant des mécanismes d’action différentes (agents anti-vasculaires versus agents 
anti-angiogéniques) soutiennent l’hypothèse que les CEP pourraient avoir une valeur 
pronostique (plutôt que prédictive) et constituer un marqueur universel de mauvais pronostic qui 
pourrait ne pas être restreint aux patients traités par des agents anti-angiogéniques ou anti-
vasculaires. De ce point de vue, les CEP gagneraient vraisemblablement à être étudiés chez les 
patients présentant une maladie localisée, en tant que reflet du potentiel métastatique de la 
tumeur. Cependant, nos résultats dans le cancer du rein ne nous permettent pas d’exclure 
l’hypothèse que des taux élevés de CEP pourraient être la caractéristique d’une population de 
patients « mauvais répondeurs » dont la tumeur possède des mécanismes alternatifs et 
compensatoires de vascularisation tumorale difficilement contrôlables par les traitements anti-
angiogéniques et, dans ce sens, les CEP pourraient avoir une valeur prédictive de l’efficacité de 
ces traitements. L’augmentation de l’hypoxie induite par la régression vasculaire causée par les 
agents anti-angiogéniques est, par des mécanismes probablement similaires, capable d’activer 
des voies pro-angiogéniques alternatives et de mobiliser des CEP qui pourraient aussi être des 
marqueurs de résistance, hypothèse que nous n’avons pas encore abordée en clinique (78).
Nos travaux chez l’homme et chez la souris montrent que les CEC ont probablement un 
véritable intérêt en tant que biomarqueur pharmacodynamique de l’activité des VDA (31). La 
nature éphémère des pics de CEC et la variabilité des réponses d’un patient à l’autre nécessite
cependant la réalisation d’une cinétique qui reste lourde à la fois pour le patient et d’un point de 
vue technique, et coûteuse. De plus, la variabilité des réponses d’un patient à l’autre reste 
difficile à interpréter ; l’absence de CEC (ou des taux très faibles) pourrait être considérée 
comme une non « sensibilité » du patient mais il n’est pas exclu qu’un pic de CEC très 
éphémère n’ait pas été détecté. Il est clair que ces données biologiques gagneront à être 
analysées en parallèle à des données radiologiques fonctionnelles. Ceci pourrait nous aider à
déterminer s’il existe vraiment des patients et des types de tumeurs chez lesquels la drogue n’est 
pas active, données qui pourraient permettre de mieux sélectionner les patients traités par ces 
agents.
Les travaux réalisés chez la souris apportent des éléments originaux sur le rôle complexe des 
réponses de l’hôte et des rebonds « vasculogéniques » de CEP dans le mécanisme de la 
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résistance aux VDA (31). En effet, nos résultats mettent en évidence pour la première fois 
l’existence d’une vague tardive de CEP, dépendante de la présence d’une tumeur, capable de 
s’intégrer fonctionnellement aux néovaisseaux tumoraux et dont le blocage par des agents anti-
angiogéniques est associé à une augmentation substantielle de l’efficacité thérapeutique du 
VDA. L’existence de ces deux vagues de CEP, répondant probablement à des mécanismes 
d’action distincts de mobilisation, a aussi pu être mise en évidence dans des prélèvements 
longitudinaux de patients. Ces données amènent à reconsidérer le paradigme actuel qui repose 
sur les travaux initiaux de Shaked et al. et qui supporte le rôle de la mobilisation précoce de 
CEP dans la revascularisation tumorale après VDA (76). En dépit d’une puissante activité anti-
tumorale, les VDA ont une efficacité clinique limitée lorsqu’ils sont administrés en 
monothérapie (81, 82, 84, 87, 88). L’avenir de ces drogues en oncologie repose donc sur des 
stratégies d’association avec des molécules qui permettront de contrôler les puissants 
mécanismes de résistance responsables de la revascularisation et la repousse tumorale (88, 96, 
97). Dans ce contexte, nos résultats apportent un rationnel mécanistique pour associer un agent 
anti-angiogénique au VDA et optimiser la séquence d’administration des drogues afin de cibler 
la seconde vague de CEP. Nos données n’excluent pas la contribution d’autres populations 
d’origine médullaires comme les TEMs à la repousse tumorale après VDA comme cela a été 
récemment montré par l’équipe de M. De Palma (196), bien que ces travaux n’aient analysé que 
des mobilisations cellulaires à des temps très précoces et jamais au-delà de 24h (66, 196). Nos
observations montrent cependant que dans le modèle très particulier des VDA, en réponse au 
stress aigu occasionné par la lésion vasculaire, des CEP mobilisés plus tardivement (à 96h chez 
la souris et à J2-4 à J8 chez l’homme) dans un puissant processus de réparation orchestré par 
l’hypoxie ont la capacité d’infiltrer les tumeurs, de s’incorporer massivement dans la lumière 
des vaisseaux et d’avoir ainsi probablement un rôle catalytique de la repousse tumorale (31).
Le rôle particulièrement important voire possiblement catalytique des CEP observé dans 
l’ensemble de nos travaux soulèvement de nombreuses interrogations sur d’autres situations de 
stratégies anti-tumorales en clinique. Premièrement, certaines chimiothérapies cytotoxiques,
comme le cyclophosphamide administré aux doses maximales tolérées, les taxanes et les vinca-
alcaloïdes, semblent être dotées d’une puissante activité anti-tumorale semblable à celle des 
VDA (86, 197) et être de ce fait capables d’induire une mobilisation de CEP (26, 197). Mêmes 
si ces travaux n’ont explorés que des temps précoces après l’administration des drogues, nos 
résultats précliniques et chez l’homme soutiennent l’hypothèse d’une possible mobilisation de 
CEP et d’un rebond vasculaire tardif après certaines chimiothérapies qui pourraient contribuer à 
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la revascularisation et la repousse tumorale durant l’intervalle libre qui sépare les cures de 
chimiothérapie. Nos données ainsi que celles de la littérature soutiennent le fait que la 
mobilisation tardive de CEP est orchestrée en partie par le G-CSF (27). L’utilisation de facteurs 
de croissance hématopoïétique chez des patients ayant un cancer et recevant une chimiothérapie 
à haute-dose ou à dose proche de la dose maximale tolérée mérite alors réflexion puisque le 
soutien hématologique par G-CSF recombinant pourrait non seulement potentialiser la 
mobilisation des CEP déjà induite par la chimiothérapie, mais pourrait aussi augmenter le 
recrutement des populations myéloïdes suppresseurs CD11b+Gr1+ qui peuvent promouvoir 
l’angiogénèse (27, 65, 177, 198). Ainsi, dans certaines situations, ces traitements pourraient 
générer des effets paradoxalement contreproductifs, peut-être plus néfastes encore chez des 
patients présentant un taux initial de CEP élevé et donc un profil angiogénique d’emblée 
agressif. Enfin, qu’en est-il alors dans le cas de greffes de cellules souches hématopoïétiques 
(CSH) chez des patients conditionnés par une chimiothérapie à haute dose, recevant une greffe 
de progéniteurs hématopoïétiques CD34+ pouvant comporter entre autre des CEP, et traités par 
des injections quotidiennes de G-CSF pendant plusieurs semaines jusqu’à reconstitution 
hématopoïétique ? Serait-il possible d’imaginer là aussi un possible effet contre-productif ou
aggravant ? Même si l’identité et la définition phénotypique des CEP restent controversées, la 
majorité des études s’accordent sur l’observation que des progéniteurs hématopoïétiques 
d’origine médullaires pro-angiogéniques et exprimant le marqueur CD34 peuvent promouvoir 
l’angiogénèse tumorale dans les modèles précliniques (22, 23, 143, 156, 170). Pouvons-nous, au 
vue de ces données, améliorer le conditionnement d’une greffe de CSH et le risque de rechute de 
la maladie en associant une stratégie anti-angiogénique qui pourraient inhiber les CEP ?
La chimiothérapie métronomique apparait comme une stratégie anti-angiogénique 
intéressante puisque l’administration régulière de dose moins toxique de chimiothérapie sans 
intervalle libre pourrait non seulement prévenir la mobilisation des CEP et le « rebond 
vasculaire » mais pourrait agir aussi sur les cellules endothéliales différenciées au sein du réseau 
vasculaire tumoral (199-202). Dans un modèle préclinique associant un VDA, le OXi4503, avec 
de faibles doses de cyclophosphamide, Daenen et al. rapportent le blocage du pic (précoce) de 
CEP induit par le VDA et une augmentation de l’efficacité anti-tumorale du VDA lorsque celui-
ci est administré en combinaison avec la chimiothérapie métronomique (91). Des stratégies par 
chimiothérapie métronomique sont activement évaluées dans des modèles précliniques et en 
clinique (201-203), et plus particulièrement dans les tumeurs pédiatriques (204-208). Un travail 




associé à un agent anti-angiogénique dans des modèles murins de tumeurs cérébrales et que 
cette efficacité était corrélé à une diminution des taux de CEC et de CEP (209). Les stratégies
anti-angiogéniques de chimiothérapies métronomiques chez l’adulte et chez l’enfant gagneront
probablement à être analysées en parallèle des taux de CEP chez les patients. 
L’utilisation à bon escient des traitements anti-angiogéniques soulèvent de nombreuses 
questions, en particulier au vue de leur efficacité modeste en terme de survie et les observations 
décevantes de résistance et de progression tumorale sous traitement, phénomènes qui semblent 
être dûs à la fois à des réponses émanant de la tumeur mais aussi de l’hôte (25, 78). Le bénéfice 
limité de ces traitements lorsqu’ils sont administrés en situation néo-adjuvante dans une maladie 
à stade précoce ou localisé laissent d’autant plus perplexe (210). Des données précliniques
récentes suggèrent de plus que les traitements anti-angiogéniques pourraient être 
paradoxalement responsables d’une maladie plus invasive et infiltrante, en initiant de nombreux 
mécanismes compensatoires au niveau du microenvironnement tumoral et de l’hôte qui 
contribueraient non seulement à annihiler l’efficacité du traitement mais aussi à favoriser la
dissémination métastatique (211, 212). Paez-ribes et al. ont observé dans un modèle murin une 
augmentation du nombre de métastases après un traitement inhibiteur de VEGF; ces résultats
n’étaient observés qu’après une efficacité locale sur la tumeur primitive qui avaient permis 
d’obtenir une augmentation de la survie globale des animaux (212). Des données cliniques 
tendent à corroborer ces observations précliniques en témoignant de rechutes rapides ou de 
repousses tumorales focales ou disséminées accélérées à l’arrêt du traitement anti-angiogénique 
(213-215). Ainsi, malgré un effet bénéfique initial et global en terme de survie, les traitements 
ciblant l’angiogénèse tumorale pourraient induire des réponses systémique au niveau de l’hôte 
qui faciliteraient l’induction d’une maladie invasive et disséminé (25, 78).
Parmi ces réponses systémiques de l’hôte, l’induction de multiples cytokines, chemokines et 
facteurs de croissance pouvant favoriser la croissance tumorale pourraient être en partie
responsables de la progression tumorale à court et à long terme. Si l’augmentation des taux 
plasmatiques circulants comme le VEGF et le PlGF, ainsi que la diminution du sVEGFR-2 sont 
aujourd’hui reconnues comme un effet de classe universel des inhibiteurs de tyrosine kinase
observés chez les patients (189, 216) mais aussi des sujets sains (217) traités, des données 
précliniques et cliniques rapportent que les traitements anti-angiogéniques peuvent aussi induire 
des modifications de cytokines « collatérales » comme le G-CSF, le SDF-1Į et l’ostéopontine




SDF-Į pourraient rapidement mobiliser des populations de progéniteurs pro-angiogéniques 
(119, 218), dont les CEP (27, 31, 76) qui pourrait accélérer les processus de réparation 
vasculaire et de repousse tumorale, et ainsi compromettre le bénéfice initial de ces traitements
voire promouvoir l’invasion et la dissémination tumorale. En agissant de manière additive ou en 
synergie avec des facteurs produit localement par la tumeur, ces modifications systémiques de 
l’hôte pourraient compromettre le bénéfice initial des traitements anti-angiogéniques, voire 
accélérer la rechute ou la progression métastatique. Il apparaît dans ce contexte, que la mesure 
des modifications des cytokines en tant que biomarqueurs des traitements anti-angiogéniques est
moins pertinente que le « monitoring » des cellules potentiellement réellement effectrices de la 
revascularisation tumorale et la rechute locale ou disséminée. L’identification de biomarqueurs 
permettant de mieux cibler, administrer et suivre ces traitements, et peut-être à fortiori de mieux
détecter les réponses de l’hôte en cas de progression ou de rechute, est devenue une priorité 
absolue pour l’avenir des stratégies anti-angiogéniques. Dans ce contexte, le rôle des CEP dans 
l’angiogénèse tumorale et la résistance aux traitements anti-angiogéniques et anti-vasculaires 
mis en avant dans nos travaux soutiennent la pertinence de mesurer, suivre et cibler ces cellules 
dans ces stratégies thérapeutiques. 
Nos données sur le rôle des CEC et des CEP en tant que biomarqueurs de l’angiogénèse et des 
traitements ciblant l’angiogénèse tumorale, pourraient dans ce contexte aider à apporter une 
meilleure visibilité sur la sélection des patients à même de bénéficier d’un traitement anti-
angiogénique et offrir un rationnel mécanistique pour optimiser les schémas thérapeutiques 
actuels des traitements anti-angiogéniques, anti-vasculaires, voire des chimiothérapies standards 
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